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Introduccion

1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CARCINOMA UROTELIAL VESICAL

1.1.1. Incidencia y distribucion geografica

El carcinoma urotelial de vejiga constituye el tumor mas frecuente del tracto
urinario, con una incidencia muy variable dependiendo de la region geografica. Las
tasas de incidencia se encuentran ligadas al nivel de desarrollo econémico de los
diferentes paises y/o regiones, registrandose las tasas mas altas en los paises de Europa
occidental y Estados Unidos y las mas bajas en Asia y en los paises del hemisferio sur
(1). La tasa de incidencia ajustada por edad a nivel mundial es de 9 casos por cada
100.000 hombres y 2 cada 100.000 mujeres, sin embargo, estas cifras son mas elevadas
en la Unidon Europea, donde constituye el séptimo cancer mas frecuente en varones, el
decimoséptimo en mujeres y la octava causa de mortalidad céncer especifica. En este
area presenta tasas de incidencia de 27:100.000 hombres y 6:100.000 mujeres y son aun
mas preocupantes en nuestro pais, ya que Espafia presenta las cifras de incidencia mas
elevadas de Europa (41.5:100.000 en hombres y 4.8:100.000 mujeres). (2)(3) Este
tumor es responsable del 2,9% de todas las muertes por cancer entre los hombres y del
1,5% entre las mujeres. A partir de la década de 1950, la incidencia en los paises
occidentales se ha incrementado un 50%, aumentando un 33% entre los afios 1985 y

2000.

1.1.2. Distribucion por edad y sexo

El cancer vesical es tipico de edades avanzadas, siendo la gran mayoria de casos
diagnosticados en personas mayores de 65 afios (=80%), raramente en menores de 50
afios y de manera muy excepcional en menores de 10 afios (s6lo un caso documentado
en menores de 10 anos)(4). Esta caracteristica subraya la resistencia biolodgica innata de

las células uroteliales a los carcindgenos urinarios y plasmaticos.

En cuanto a la distribucion por sexos, el carcinoma urotelial de vejiga es de 2,5 a

10 veces mas frecuente en hombres que en mujeres. En los Estados Unidos el cancer
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vesical supone el 6% de todos los tumores en varones y s6lo un 2% en las mujeres, con
una tasa de mortalidad del 3% y 1% respectivamente. Sin embargo, se aprecia un
incremento en la incidencia de esta enfermedad en mujeres y descenso en los hombres.
Asi, un estudio desarrollado por M. Bernal-Pérez y colaboradores (5), estima las
proyecciones del carcinoma vesical en nuestro pais hasta el afio 2022 basadas en los
datos de 1998 a 2007, previendo una disminucion de la prevalencia de 156,93 a 132,99
casos por 100.000 habitantes/afio en el afo 2022 para los varones. Analogamente, la
tasa de incidencia disminuiria desde 30,2 en 1998 a 24,87 y la mortalidad de 14,96 a
12,08 al comparar los afios de 1998 y 2022. En las mujeres, los autores esperan un
incremento de la prevalencia de 21,18 a 35,6 (TA = 21,46) casos por 100.000
habitantes/ano. La incidencia de 4,8 en 1998 a 7,79 y respecto a la mortalidad, también

estiman un aumento en las tasas de 2,25 a 3,37 entre los afios 1998 y 2022

1.2. ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

1.2.1. Generalidades

La exposicion a carcindgenos ambientales constituye la principal causa de
carcinoma urotelial. La superficie del urotelio se encuentra expuesta a la orina y, por
consiguiente, a los posibles carcindgenos que se encuentren excretados en ella y a sus
precursores, que pueden activarse por enzimas tisulares o disueltas a su vez en la misma
orina. Este efecto, llamado “field cancerization™ constituye una de las hipotesis que
explica la multifocalidad del tumor vesical (una de sus principales caracteristicas junto
con la recurrencia)(6). Sin embargo, en la mayoria de los casos, los tumores vesicales,
pese a ser multifocales son de origen monoclonal, lo que sostiene la teoria de que se
originan en una misma célula genéticamente alterada que se expande bien por via
endoluminal o a través del propio urotelio, implantandose en distintas localizaciones
(esta teoria es conocida como hipotesis monoclonal).

El tumor vesical es el resultado final de una compleja combinacion de factores
enddgenos o constitucionales y factores exdgenos o ambientales. La carcinogénesis es
un proceso o transformacion mediante el cual, una célula urotelial normal experimenta
cambios o mutaciones en genes especificos asociados con la oncogénesis, ya sea
creando pro-oncogenes, anulando la accion de anti oncogenes o bien amplificando o

sobre expresando genes normales que codifican factores de crecimiento a sus
22
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receptores, debido a la exposicion a agentes fisicos, quimicos y biologicos. Estas
anomalias genéticas pueden inducir directamente la formaciéon de un tumor vesical o
alterar su historia natural y su respuesta a los tratamientos médicos, y pueden actuar de

manera individual o en conjunto con factores externos.

1.2.2. Factores genéticos

Multiples estudios epidemioldgicos han estudiado el papel de los factores
genéticos y la herencia como factores de riesgo en el desarrollo de tumor vesical. En la
mayoria de estudios se ha evidenciado un pequefio aumento del riesgo en los familiares
de afectos por tumor vesical, siendo este riesgo mayor cuando la enfermedad se
diagnostica por debajo de los 60 afios.

El riesgo relativo entre los familiares de primer grado de un paciente de tumor
vesical es de 1.2 — 4 comparado con su poblacion de referencia. Ademas, el riesgo
relativo en gemelos monocigoticos es de 6.6 (IC 95% 2.6 — 16.9) y en gemelos
dicigoticos de 1.7 (IC 95% 0.4 — 6.9)(7). Los sindromes familiares relacionados con
elevada incidencia de tumor vesical son raros, y constituyen en torno al 1% de los
tumores vesicales. En estos sindromes el tumor vesical toma un papel secundario,
puesto que habitualmente se expresan otro tipo de neoplasias en otras localizaciones.

Existen alteraciones genéticas frecuentemente asociadas con el desarrollo de
carcinoma urotelial de vejiga, siendo las mas frecuentes las alteraciones del GSTM1 y
del NAT2, ya que producen alteraciones de la acetilacion (“acetiladores lentos™)
incrementandose el efecto oncogénico de los factores ambientales (principalmente el
tabaco). (8) Igualmente se aprecian alteraciones que afectan la escision de nucleotidos y
la reparacion de la doble hélice de ADN, siendo la mas frecuentemente asociada a

cancer vesical la alteracion llamada ERCC2-XPD rs238406.

1.2.3. Factores ocupacionales

La exposicion laboral fue la causa de aproximadamente un 20-25% del total de
los tumores vesicales en los paises industrializados al final del siglo XX. Gracias a los

cambios de legislacion y seguridad laboral, estas cifras se han reducido a un 5-10%. (9)

23



Introduccion

La identificacion de carcindgenos ocupacionales potencialmente asociados con
el cancer vesical es complicada, ya que habitualmente existe exposicion a complejas
combinaciones de toxicos, mutagénicos y carcindgenos; existe una latencia muy
prolongada desde la exposicion al desarrollo de la enfermedad y existen polimorfismos
genéticos que influyen en la aparicion del cancer vesical. Existen diversos carcindgenos
asociados con un incremento del riesgo de padecer céncer vesical, asi como se han
identificado profesiones de riesgo en las que los agentes implicados ain no se han
encontrado. Entre las profesiones de mayor riesgo se encuentran aquellas con

exposicion a aminas aromaticas y a hidrocarburos aromaticos policiclicos.

1.2.3.1 Exposicion a aminas aromaticas

La relacion entre la exposicion a aminas aromaticas (AA) y el incremento del
riesgo de cancer vesical fue descrito por primera vez a finales del siglo XIX por el
Doctor Ludwing Rehn, un médico alemdn que report6 numerosos casos de céncer
vesical en trabajadores de la industria del tintado, relacionandolo con compuestos de
anilina.(10) Posteriormente, en la década de 1950, Case et al documentaron que
trabajadores de la industria del tinte de Inglaterra y Gales presentaban tasas de
mortalidad entre 10 y 50 veces mayores de las esperadas, descartando la anilina e
identificando como causa de esta elevada mortalidad la exposiciéon a dos aminas
aromaticas: 2-naftilamina y la bencidina. Posteriormente se identificaron otras aminas
aromaticas: 4-aminobifenilo, 4-cloro-o-toluidina y 4,4’-metilenebis (2-cloroanilina)(11).
La exposicion a aminas aromaticas es ubicua en muchas actividades industriales y
agricolas, asi como en el consumo de tabaco. Las AA se usan como antioxidantes en
productos derivados de la goma, aceites industriales, pesticidas, tintes de azo (magenta
o fucsina, auramina)... Las aminas aromdticas se pueden encontrar en muchos
ambientes profesionales incluyendo industria quimica, metalirgica, mecanica, textil y
petroquimica. Numerosos estudios epidemiologicos demuestran so6lidamente la relacion

entre la exposicion laboral a estas sustancias y el incremento de riesgo de cancer vesical
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1.2.3.2 Exposicion a hidrocarburos aromaticos policiclicos

Los hidrocarburos aromaticos son un grupo de sustancias compuestas por dos o
mas anillos aromaticos unidos que se generan cuando materia organica que contiene
carbono e hidrogeno es expuesta a temperaturas superiores a 700° C, lo que ocurre en la
pirdlisis o combustion incompleta de biomasa o en la extraccion, procesamiento y
consumo de combustibles fosiles. Entre los 15 hidrocarburos arométicos policiclicos
clasificados como posibles carcindgenos para el ser humano el benzo(a)antraceno,
benzo(a)pireno y dibenzo(a,h)antraceno han sido relacionados con mayor riesgo de
desarrollo de cancer vesical (12). La exposicién ocupacional a concentraciones tanto
altas como medias y bajas se asocia con incrementos del riesgo de tumor vesical. En la
manufacturacion de aluminio, los trabajadores estan expuestos tanto a hidrocarburos
aromaticos como a aminas aromaticas (13). Ademas, los trabajadores de la industria
metalurgica estdn expuestos a un gran numero de contaminantes quimicos por
inhalacion y contacto mucocutdneo: aceites, lubricantes, refrigerantes, particulas de
metales pesados, gases... los niveles de exposicion dependen del tipo de industria, del
tipo de trabajo, tiempo que se lleva desarrollando y las medidas tanto individuales como
colectivas de prevencion y seguridad laboral presentes en la legislacion del pais en
donde se desarrolld la actividad industrial. En algunas industrias los niveles de
benzo(a)pireno alcanzan concentraciones de hasta 100 g/m3 cuando en el aire ambiental

, 3
estan en el rango de nanogramos/m

1.2.4. Tabaco

El consumo de tabaco en forma de cigarrillos es el factor epidemiologico mas
influyente en las tasa de incidencia de carcinoma urotelial en los paises occidentales.
Los carcindgenos presentes en el tabaco implicados en la génesis de estos tumores no
han sido completamente identificados. Se conocen mas de 60 carcinégenos y especies
reactivas del oxigeno (ROS) presentes en el tabaco, incluyendo 4 amino-bifenilo,
hidrocarburos aromaticos policiclicos, aldehidos insaturados y especies reactivas del
nitrogeno. Se ha demostrado que el habito tabaquico produce dafio sobre el material
genético, apreciandose un incremento del 35-50% en la excrecion urinaria de 8-OHdG
(marcador de dafio inducido por el estrés oxidativo sobre el ADN, como se explicard

posteriormente) y aproximadamente del 20-50% en la 8-OHdG en leucocitos (14).
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La relacion entre fumar y el riesgo de cancer vesical ha quedado patente en
numerosos estudios de casos y controles, demostrandose de manera consistente un
incremento de riesgo de desarrollar cancer urotelial de vejiga en el brazo de fumadores.

Un trabajo prospectivo realizado en el National Institute of Health-AARP Diet
and Health Study Cohort, Estados Unidos (15), incluia una base de datos con 465000
individuos que fueron seguidos desde el afio 1995 hasta 2006. Se observd que en los
fumadores existia un incremento del riesgo de presentar cancer vesical, tanto en
hombres como en mujeres (presentaban un riesgo relativo de 3.89 y 4.65
respectivamente). Asi mismo se aprecid un descenso del riesgo relativo en los ex-
fumadores comparado con los que eran fumadores activos, presentando un riesgo
relativo de 2.14 y 2.52 en hombres y mujeres respectivamente. Del mismo modo se
apreciaba un riesgo relativo menor en las personas que fumaban pipa o cigarros puros
pero no cigarrillos (RR 1.29)

En este estudio, la poblacién en riesgo (expuestos a tabaco) era del 50% en
hombres y del 52% en mujeres. Si se compraran estos resultados con estudios previos se
puede apreciar que la proporcion de casos atribuidos al consumo de tabaco permanece
practicamente constante en los hombres, pese a un descenso en el nimero de fumadores
mientras que dicha proporcion ha aumentado en mujeres, presumiblemente por un
aumento del habito tabaquico.

En cuanto a las consecuencias del abandono del habito tabaquico, se ha
comprobado que abandonar dicho habito produce un descenso en el riesgo de
desarrollar un carcinoma urotelial de vejiga, pero los estudios disponibles al respecto
sefalan que el riesgo relativo no muestra un descenso significativo hasta
aproximadamente 20 afios tras el abandono del tabaco. El descenso en el riesgo es de
cerca de un 30% en los primeros 4 afios tras dejar de fumar y de un 60% a los 25 afos.
(16) Incluso 25 afios tras dejar de fumar el riesgo relativo no alcanza el de la poblacion
que nunca ha sido fumadora. Igualmente se ha comprobado que el abandono del tabaco
produce un descenso del namero de recurrencias de los tumores superficiales.

En cuanto a los fumadores pasivos, se ha podido objetivar que la exposicion al
tabaco de manera pasiva también incrementa el riesgo de desarrollar cancer vesical. Un
estudio llevado a cabo por Skipper y colaboradores (17) comprob6 que las mujeres que
convivian con 2 o mas fumadores durante la infancia, tenian 3 veces mas riesgo que

aquellas que no habian estado expuestas, mientras que las mujeres que habian convivido
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con una pareja fumadora durante al menos 10 afios tenian el doble de riesgo que las que

no. Estas asociaciones no se demostraron en hombres no fumadores.

1.2.5. Enfermedades Urologicas

Se ha encontrado asociacion entre diferentes enfermedades de la esfera urologica
y el ulterior desarrollo de carcinoma urotelial vesical.

El carcinoma urotelial de la via urinaria superior (pelvis renal y uréter) presenta
los mismo factores de riesgo para su desarrollo que el tumor vesical, por lo que no es
sorprendente que pacientes que han padecido estas enfermedades presenten un mayor
riesgo de desarrollo de tumor vesical, asi como de tumores de via superior
contralaterales. En el momento del diagndstico, hasta un 17% de los paciente presenta
un carcinoma vesical concomitante, y la recurrencia de la enfermedad a nivel vesical
ocurre en un 22-47% de los casos, apareciendo afectacion ureteral contralateral en un 2-
6% (18,19). Esta alta frecuencia de tumor vesical en pacientes con carcinoma urotelial
de via urinaria superior obliga al seguimiento mediante cistoscopias a los pacientes
intervenidos por esta enfermedad.

Padecer infecciones del tracto urinario inferior se ha relacionado con el
desarrollo de carcinoma urotelial vesical en la mayoria de estudios de casos y controles.
Se ha demostrado que, aquellos pacientes que presentan mas de 3 episodios de ITU,
presentan dos veces mas riesgo de desarrollo de carcinoma urotelial de vejiga que
aquellos que no han padecido infecciones (20) Ademas, el subtipo histologico de
carcinoma de células escamosas es mas frecuente en pacientes con infeccion crénica del
tracto urinario inferior (pacientes con vejiga neurdgena, portadores de sonda
permanente...). El mecanismo que subyace en esta asociacion es multiple (21),
destacando la irritacién cronica debido a la infeccion. Este proceso irritativo cronico
induce cambios metaplasicos que, posteriormente, pueden inducir displasia y finalmente
carcinoma. La infeccion cronica predispone a uropatia obstructiva, sobreinfeccion
bacteriana y la produccion de nitrosaminas en el medio urinario &4cido. Estas
nitrosaminas son capaces de inducir carcinoma urotelial. Ademads, las bacterias son
capaces de inducir la formacion de radicales libres del nitrogeno y del oxigeno que
conducen a situaciones de estrés oxidativo y dafio tisular y genético.

La presencia de urolitiasis, independientemente de su asociacion con las

infecciones del tracto urinario, incrementa el riesgo de cancer vesical (22). Ademas,
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estudios recientes demuestran la existencia de situaciones de estrés oxidativo en
relacion con la presencia de urolitiasis. En este sentido, un trabajo de Carrasco y
colaboradores (23) demuestra niveles elevados de marcadores de estrés oxidativo
derivados de la peroxidacion lipidica (malondialdehido) en los pacientes de litiasis, asi
como un incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa
y la glutation peroxidasa para compensar esta situacion de estrés oxidativo. Este
comportamiento es mas evidente en los pacientes que presentan litiasis coraliformes

La cistoplastia de aumento se emplea como tratamiento en casos de vejiga
neurdgena, microvejiga tuberculosa y en otras circunstancias donde la capacidad vesical
estd comprometida, afectando el normal funcionamiento y continencia. Estos
procedimientos emplean segmentos del tracto intestinal (habitualmente ileo -
ileocistoplastia) para incrementar el volumen y capacidad vesical, dejando mucosa
intestinal expuesta a la orina y los carcindgenos que en ella se encuentran, produciendo
metaplasia en dicha mucosa que posteriormente puede inducir displasia y formacion de
carcinoma. Se calcula que el riesgo acumulado es del 1% (24) con un periodo de

latencia inferior a los 20 afios.

Figura 1.1 Imagen cistoscopica de metaplasia intestinal en paciente con
enterocistoplastia de aumento.

1.2.6. Radiacion ionizante

Existe evidencia consistente que demuestra la asociacion entre radiacion
ionizante y el desarrollo de tumores vesicales. Diversos estudios han documentado que
pacientes expuestos a radiacion con propdsito médico, asi como personas implicadas en

accidentes nucleares, trabajadores de plantas nucleares o instalaciones radioactivas y
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supervivientes de explosion nuclear, presentan una tasa de riesgo superior a la poblacion
no expuesta. Se ha comprobado que existe un incremento del riesgo relativo de 1.1 por
cada Sievert de exposicion en la poblacion expuesta a las explosiones de Hiroshima y
Nagasaki. Los mecanismos biologicos que explican esta asociacion son: la accion
directa sobre la doble hélice de ADN y la accion indirecta mediante la generacion de

radicales libres de oxigeno.(25)

1.3. CLASIFICACION HISTOLOGICA Y CLINICA DEL
CARCINOMA UROTELIAL VESICAL

1.3.1. Clasificacion histologica

En su gran mayoria, aproximadamente un 90%, los tumores que afectan a la
vejiga presentan diferenciacion urotelial; es decir, en forma de epitelio poliestratificado
o pseudoestratificado con un estrato superficial con abundantes placas y plegamientos
de membrana, visibles mediante microscopio electronico.(26) La capa mas superficial,
de células en sombrilla (umbrella cells), puede ser mas o menos evidente. Existen dos
grandes subtipos clinico-patolégicos y moleculares de carcinoma urotelial no musculo-
invasivos (27), el de crecimiento plano (carcinoma in situ) y el de crecimiento papilar,

que probablemente se encuentran solapados o interrelacionados

- Papilar: este patron de crecimiento aparece en aproximadamente el 75-80% de
los carcinomas uroteliales. Los tumores papilares se caracterizan por presentar papilas,
que son prolongaciones tapizadas por células uroteliales que contienen un estroma
fibrovascular en su interior. El estroma puede presentar edema e incluso se pueden
apreciar células cicatriciales descamativas, pero no hay atipia y las células superficiales
(células en sombrilla) son, a menudo, prominentes. Las mitosis son muy raras y, de
estar presentes, se encuentran en la membrana basal y no son anormales. Las lesiones
papilares son frecuentemente diploides, de pequefio tamafio y con tasas de proliferacion
bajas. (28) Expresan citoqueratina 20, al igual que las células normales y, en estudios
recientes, se ha demostrado la presencia de mutaciones en el gen FGFR3 hasta en el
75% de las lesiones, sin encontrarse alteraciones del gen p53. Estas lesiones tienden a
ser multifocales y recurrentes. Existen tumores vesicales superficiales papilares para los
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que no se emplea el término carcinoma, siendo los mas frecuentes el papiloma, el
papiloma invertido y la neoplasia papilar urotelial de bajo potencial de malignidad. El
papiloma se define como una formacion papilar (es decir, con un eje conectivo
arborescente) revestido por urotelio de caracteristicas normales. El papiloma invertido
se caracteriza por la proliferacion de yemas epiteliales andlogas al revestimiento normal
de la vejiga, pero con un crecimiento endofitico, es decir, en forma de invaginaciones
hacia el interior de la ldmina propia. Estas invaginaciones son distintas de las yemas
infiltrantes del carcinoma (29). Por ultimo, con término de neoplasia urotelial de bajo
potencial de malignidad (NUPBPM)(30), se clasifican aquellos tumores papilares con
un mayor numero de capas que el epitelio vesical normal, sin atipia celular, desorden de
la arquitectura ni actividad mitotica. Esta entidad ha sido propuesta por la OMS para
evitar connotacion de diagnostico de malignidad en las lesiones mas indolentes de este
espectro de tumores, pero no existe acuerdo unanime sobre su existencia real ni

consenso en su aplicacion.

- Plano: los carcinomas uroteliales que presentan este patrén de crecimiento se
denominan “carcinoma in situ” (Cis)(31), tratindose de lesiones que, pese a limitarse
al urotelio, poseen una elevada capacidad invasiva y metastasica. Estos tumores
presentan un elevado grado de anaplasia, con presencia de nucleos pleomorficos,
agrandados, habitualmente con nucleolo también agrandado, hipercromaticos, con
citoplasma eosinofilo, pérdida de la polaridad celular y con un espesor que puede
afectar a todas las capas del urotelio. Macroscopicamente son dificiles de diferenciar,
apareciendo con aspecto de mucosa sana o bien manifestindose como areas
eritematosas y/o edematosas, pudiendo haber cierto grado de erosion mucosa.
Clinicamente, el CIS se manifiesta con mas frecuencia entre la 5* y 6* década de la vida,
pudiendo ser asintomatico o relacionarse con sintomas del tracto urinario inferior de
llenado (urgencia, incremento de frecuencia miccional, polaquiuria) asi como de
vaciado (disuria, hematuria). Se trata de lesiones de alto riesgo, con tasas elevadas de
recurrencia, progresion (hasta el 55%) y mortalidad. (32) El carcinoma in situ primario
(1-3% del total de neoplasias uroteliales) es menos propenso a la invasion que los
secundarios (aparece asociado con un 7-15% de las neoplasias papilares y en un 45-65%
de los tumores invasivos). Los pacientes con CIS y tumor invasivo concomitante tienen
una tasa de mortalidad cancer especifica del 45-65% comparado con los que tienen CIS

junto con tumor urotelial no invasivo que presentan tasas de mortalidad cancer
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especifica del 7-15% Aquellas lesiones planas que presentan un grado de atipia
insuficiente para llegar a la consideracion de carcinoma in situ se clasifican bien como
hiperplasia epitelial (aumento del numero de células sin atipia celular) o como displasia
epitelial (aumento del nimero de células coja tipia celular inferior al del carcinoma in

situ).

Otro patréon de crecimiento asociado con el carcinoma vesical es el patron
solido. Este patron se da aproximadamente en el 10% de los carcinomas uroteliales, y se
relaciona con los tumores musculo infiltrantes (estadio mayor o igual al T2, que no son
el objeto de estudio de la presente Tesis y que presentan un comportamiento biologico y
clinico diferente). Supone una lesién formada por islotes celulares que contienen

nucleos hipercromaticos de gran tamaiio. (33)

Es importante tener presente que el urotelio normal posee como caracteristica la
capacidad para combinar rasgos de diferenciacion glandular (luces intracitoplasmaticas)
y escamosa (mayor abundancia de monofilamentos) Estos rasgos pueden encontrarse,
por tanto, en tumores uroteliales y no implican su clasificacion como adenocarcinoma o
carcinoma escamoso. No obstante, una pequefia proporcion de carcinomas vesicales
superficiales pueden presentar una clara y predominante diferenciacion glandular
(adenocarcinoma) o un aspecto marcadamente escamoso (carcinoma escamoso). Otras
variedades histologicas importantes son el carcinoma de células pequefias, el carcinoma

de uraco y el carcinoma de células claras.

Figura 1.2 Imagen cistoscopica e histologica de tumor vesical. (Extraido de la
Coleccion de Donald Lamm)
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1.3.2. Estadiaje y clasificacion clinica

Los tumores vesicales se clasifican en funcién de su estadio clinico (grado de

invasion) y su grado de diferenciacion histopatoldgica.

1.3.2.1. Estadio Clinico

El estadio indica el nivel de extension del tumor entre las distintas capas del
tracto urinario y/o su extension a otros 6rganos. El sistema para clasificarlo se denomina
TNM (del inglés, Tumor, Node, Metastasis) y fue desarrollado por la Union
Internacional Contra el Cancer (UICC)(34). Dicha clasificacion atiende a los siguientes
parametros:

* T (Tumor): la puntuacion “T” indica el grado de infiltracién del tumor en las
capas del tracto urinario.

* N (Node): hace referencia a la afectacion de los ganglios linfaticos regionales
por la enfermedad

* M (Metastasis): indica la presencia o ausencia de metéstasis a distancia

Estos parametros pueden evaluarse a partir del tejido tumoral obtenido mediante
la reseccion transuretral del tumor (estadiaje clinico) o tras el estudio patolégico de la
pieza de cistoprostatectomia radical, considerandose entonces como estadio patologico
(en este caso las categorias TNM pasan a ser pT, pN y pM)

Seglin esta clasificacion, una lesiéon papilar que invade la mucosa, sin
sobrepasarla se clasifica como Ta; si existe invasion de la lamina propia T1. Estas
lesiones pueden ser extirpadas en su totalidad en una reseccion transuretral, y se suelen
agrupar con la denominacioén de tumor vesical no misculo invasivo (NMIBC), con

propositos clinicos y terapéuticos. Estas lesiones son el objetivo del presente estudio.

Sin embargo en este categoria también se incluyen tumores de alto grado
limitados a mucosa y carcinomas in situ. Distintas técnicas de biologia molecular y la
experiencia clinica han demostrado el alto potencial de malignidad de las lesiones de

alto grado asi como de los tumores T1.
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En los casos en que la capa muscular propia estd invadida el tumor pasa a
clasificarse como T2 (o superior) y pasan a denominarse tumor musculo-infiltrante,
lesiones con tasas de mortalidad muy superiores a los NMIBC, con tasa de
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios de en torno al 58% y de supervivencia
cancer especifica en torno al 60% (35)

La clasificacion actual del TNM empleada en cancer vesical es la 7% edicion,
publicada en 2009, que, sin embargo, no introduce cambios con respecto a la anterior

edicion (2002) (Tabla 1.1)

Tabla 1.1 Clasificacion TNM 2009

T. Tumor Primario

Tx No se puede evaluar el tumor

TO No hay evidencia de tumor

Tis Carcinoma in situ: "tumor plano"
Ta Carcinoma papilar no infiltrante

T1: Tumor que invade el tejido conjuntivo subepitelial

T2: Tumor que invade la capa muscular

T2a Tumor que invade la capa muscular superficial (mitad interna)

T2b Tumor que invade la capa muscular profunda (mitad externa

T3: Tumor que invade la grasa perivesical

T3a Tumor que invade microscopicamente la grasa perivesical

T3b Tumor que invade macroscdpicamente (masa extravesical)

T4: Tumor que invade cualquiera de las siguientes estructuras: prostata, titero, vagina, pared
pélvica o abdominal

T4a Tumor que invade la prostata, el utero o la vagina

T4b Tumor que invade las paredes pélvica o abdominal

N: Ganglios linfaticos regionales

Nx no se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

NO no se demuestran metastasis ganglionares regionales

N1 metastasis en un tnico ganglio linfatico, de didmetro maximo <a 2 cm

N2 metastasis en un Unico ganglio linfatico, de didmetro maximo mayor de 5 cm,
o0 en varios, ninguno de ellos mayor de 5 cm de didmetro maximo

N3 metastasis en un ganglio linfatico de diametro maximo mayor de 5 cm

M: Metastasis a distancia

Mx no se puede evaluar las metéstasis a distancia
Mo no hay metastasis a distancia
M1 metastasis a distancia
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En el momento del diagndstico, aproximadamente el 75% de los pacientes

presenta un tumor confinado a la mucosa (Ta, T1 o Cis) (36)

1.3.2.2. Grado de diferenciacion histologica

Ademas de los diferentes patrones de crecimiento histologico es muy importante
la diferenciacion histologica, es decir, el grado de similitud entre la célula tumoral y la
célula de la que se origina la neoplasia. Los sistemas de gradacion de los tumores
uroteliales mas difundidos y ampliamente aceptados, han sido los propuestos por la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

Dicha organizacién propuso en el afio 1973 un sistema de clasificacion y
gradacion histologica que ha sido el de referencia durante décadas (37). Este sistema de
gradacion dividia a los tumores en 4 categorias: papiloma urotelial, grado 1 (representa
el menor grado de anaplasia necesario para categorizarse como maligno), grado 2
(grado intermedio de anaplasia) y grado 3 (grado severo de anaplasia). La clasificacion
como papiloma se basa en los criterios histologicos descritos previamente en este texto.
En cuanto a los Grados 1-3, dicha clasificacion corresponde a los grados de anaplasia
celular, que fue definida por la OMS por la presencia de celularidad incrementada,
alteraciones de la polaridad celular, cambios en la forma y los patrones de la cromatina
nuclear, figuras mitoticas anormales, polimorfismos y presencia de células gigantes,
entre otras caracteristicas.

La principal critica a este sistema de clasificacion es la falta de definicion clara
en los puntos de corte que separa las diferentes categorias, existiendo problemas para el
patdlogo para diferencias entre los tumores de grado 2 mejor diferenciados de los grado
1 e, igualmente, entre los grado 2 mas indiferenciados y el grado 3, lo que conllevaba
una gran variacion en las tasas publicadas de tumores grado 2 (variando entre un 13% a
un 69%).

Por este motivo, en el ano 1998 (38) este sistema de clasificacion fue
modificado, considerandose tan so6lo 3 grupos: papilomas, tumores de bajo grado y
tumores de alto grado. Posteriormente, en el afio 2004 (39), la OMS anadié una nueva

categoria: neoplasia urotelial de bajo potencial de malignidad (PUNLPM, del inglés
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papillary utothelial neoplasm of low malignancy potencial). Estas lesiones presentan
papilas muy discretas, delgadas y no fusionadas, presentando minima o ninguna atipia.
Su ntcleo esta ligeramente agrandado con respecto a la célula normal y las mitosis son

raras y ocurren en la membrana basal.

1.4. DIAGNOSTICO DE TUMOR VESICAL

El diagndstico del tumor vesical se basa en una combinacion de datos clinicos de

sospecha y pruebas complementarias para confirmar su presencia.

En cuanto a la historia clinica, se debe incluir toda la informacién posible
asociada con tumor vesical, incluyendo la exposicion a factores de riesgo y sintomas
sospechosos de tumor vesical. El sintoma mds comun es la hematuria, presentandose
habitualmente como hematuria macroscopica monosintomatica. Otros sintomas
incluyen poliuria, disuria, urgencia miccional, dolor (estos ultimos se relacionan mas
frecuentemente con la presencia de carcinoma in situ). Normalmente la exploracion

fisica no aporta informacion relevante en el diagnostico del tumor vesical.

1.4.1. Pruebas de imagen

La ecografia es, a menudo, la herramienta diagndstica inicial ante pacientes con
hematuria y sospecha de tumor vesical. Se trata de una prueba no invasiva y que no
somete a radiacion ionizante ni precisa del uso de contraste iodados. La ecografia trans
abdominal permite la deteccion de masas renales, alteraciones de la via urinaria (por
ejemplo, ectasia de via urinaria por obliteracion tumoral del meato ureteral) asi como
visualizaciéon de masas de crecimiento endovesical. La sensibilidad global de la
ecografia para el diagndstico de tumor vesical se sitia entre el 90-63%, con una
especificidad del 90-99%(40). Sin embargo, la ecografia falla habitualmente en la
deteccion de lesiones planas, de pequeno tamafio (<1 cm) o en pacientes con hipertrofia
de detrusor (por ejemplo en situaciones de vejiga de lucha). Asi, la proporcion de
verdaderos positivos en tumores de <5 mm se sitlia en torno al 38%. En cuanto a la

recidiva, el uso conjunto de la ecografia y la citologia urinaria tiene una sensibilidad de
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en torno al 78% (41).

La tomografia axial computerizada (TAC) en modo urografia es la prueba de
imagen que mas informacion aporta sobre el estado de la via urinaria (42), sin embargo
somete al paciente a una gran dosis de radiacion ionizante. Esta prueba confiere gran
informacion sobre la via urinaria superior, empleandose habitualmente en casos de

tumor de via urinaria superior o para el estadiaje de tumor vesical infiltrante.

1.4.2. Citologia Urinaria

El examen patologico de la orina o de muestras de lavado vesical, en busqueda
de células exfoliadas de origen tumoral, posee una alta sensibilidad para el diagnostico
de tumores de alto grado y baja en los tumores de bajo grado. Esto hace que la
sensibilidad global de la prueba fluctie entre un 28-100% (43). La citologia urinaria es
util, principalmente, en combinacion con la realizacion de cistoscopias, cuando estamos
ante un carcinoma in situ o un tumor de alto grado. Una citologia positiva puede ser
indicativo de la presencia de tumor urotelial en cualquier punto de la via urinaria, desde
los célices a la vejiga. La evaluacion citoldgica es patdlogo-dependiente (44), y puede
ser artefactada por baja celularidad, lisis celular importante (por ejemplo en los estudios
de la primera miccion de la mafiana), infeccion del tracto urinario, presencia de litiasis,
tras instilacion de medicacion intravesical. En manos expertas, su especificidad puede

superar el 90% (45).

1.4.3. Cistoscopia

El diagnéstico de tumor vesical depende del hallazgo cistoscopico y analisis
patolégico del material obtenido mediante reseccion transuretral. La cistoscopia inicial
y de seguimiento (sin considerar la que se realiza como parte del propio procedimiento
de reseccion transuretral) se realiza habitualmente de manera ambulatoria.
Habitualmente se precisa del uso de anestesia topica y de cistoscopios flexibles, siendo
mas tolerable que con el uso de cistoscopios rigidos (en este caso se precisa, en muchas
ocasiones, la realizacion de la cistoscopia en quirdfano). La sensibilidad de la
cistoscopia es muy elevada, estando entre un 92-96% (46) segun las series, con una

especificidad de en torno al 95%. Sin embargo, la cistoscopia incluso con material
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flexible, es un procedimiento invasivo que presenta riesgo variable de infeccion

urinaria, lesion uretral, hematuria. ..

1.4.4. Marcadores moleculares en orina

Debido a la baja sensibilidad de la citologia urinaria se han realizado numerosos
estudios en busca de nuevos marcadores urinarios para la deteccion del tumor vesical.
En la actualidad ya se dispone de diversos marcadores urinarios aprobados por la FDA
para el diagnoéstico del tumor vesical, como son el NMP22 (nuclear matrix protein 22),
BTA (bladder tumor antigen), ImmunoCyt, Uro Vysion... que presentan, en lineas
generales, una mejor sensibilidad que la citologia pero con una menor especificidad, lo
que condiciona un mayor numero de falsos positivos. Todos estos marcadores a pesar
de estar comercializados y de existir diversas publicaciones sobre su utilidad clinica, no
se estan empleando de manera sistematica en la practica habitual, representando todavia
la cistoscopia y la citologia el “gold estandar” para el diagnostico del cancer de vejiga.
Conocemos que las alteraciones genéticas que encontramos en el cancer vesical son
elevadas y muy variadas (47). Por ello, la tendencia actual es la busqueda de
marcadores genéticos (ya sea a nivel de DNA, RNA o proteinas) y moleculares que nos
puedan indicar la presencia de carcinomas en la muestra analizada. Al ser una neoplasia
heterogénea el hecho de buscar un inico marcador para su diagndstico y seguimiento no
parece el procedimiento adecuado. Por eso el desarrollo de un panel diagnostico que
combine diferentes marcadores para el diagndstico de esta neoplasia, puede ser de gran
utilidad en un futuro, ayudando a disminuir el nimero de pruebas invasivas que, en la

actualidad, son necesarias para el correcto diagnostico y seguimiento de esta patologia.

Existen una serie de requerimientos generales para considerar que un marcador es

adecuado:

- la prueba debe ser técnicamente lo mas sencilla posible
- Bajo coste

- Fiable y reproducible

- Alta especificidad y sensibilidad

- Ser capaz de detectar tumores de alto riesgo
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1.4.4.1. NMP22: (Nuclear Matrix Protein 22)

Este test detecta la NMP22, proteina descrita por primera vez en 1974 (48) y
que forma parte estructural del nucleo celular, influyendo tanto en la replicacion como
en la trascripcion del ADN, asi como en la regulacion de la expresion genética. La
concentracion de esta proteina en orina se halla mas elevada (entre 20 y 80 veces)(49)
en aquellos pacientes con tumor vesical en comparacion con los pacientes sanos. En un
estudio desarrollado por Kibar y colaboradores, en el que se compar6 NMP22 con la
citologia, la sensibilidad fue mucho mayor para el NMP22 (52% frente a 14%)(50).
Ademas, demostr6 una mejora en la deteccion de tumores de bajo riesgo. La desventaja
es que esta proteina se expresa también en los leucocitos, asi pues, se puede encontrar
elevada en aquellos casos de hematuria, infeccion urinaria o piuria.

Actualmente el NMP22 esta disponible comercialmente en dos test: el NMP22
Bladder Check (el que empleamos en el presente trabajo) y otro test NMP22 que realiza

un ELISA usando una microplaca con dos anticuerpos monoclonales

1.4.4.2. BTA (Bladder Tumor Antigen)

Esta prueba diagndstica detecta el factor del complemento humano H, producido
por las células de carcinoma urotelial vesical, en orina. Existen en la actualidad dos test
disefiados para ello: el BTA stat (test cualitativo) y el BTA-TRAK (test cuantitativo).

El BTA stat es un test de enzimoinmunoensayo que utiliza dos anticuerpos
monoclonales que reconocen dos epitopos del factor del complemento humano H
(hCFHrp) presentes en la orina. Con una sensibilidad del 29-83% y una especificidad
del 56-86%. En el caso del BTA TRAK también se trata de un enzimoinmunoensayo
pero que se realiza en una placa. La sensibilidad y especificidad de este test es del 53-

91% y 28-83% respectivamente. (51)

1.4.4.3. InmunoCyt "

™ . . . ,
El Inmuno Cyt = es un test de inmuno ensayo que combina la citologia con la
inmunocitofluorescencia. Emplea tres anticuerpos monoclonales para detectar la forma

glicosilada del antigeno carcinoembriario y glicoproteinas mucinicas en células
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exfoliadas, concretamente los antigenos M344, LDQ10 y 19A211, que son especificos
para cancer de vejiga y los detecta mediante microscopio de inmunofluorescencia. Este
test ofrece una elevada sensibilidad y especificidad (84-75% respectivamente), que se

incrementa atin mas cuando se usa conjuntamente con la citologia (52)

1.4.4.4. Analisis de Microsatélites

Los microsatélites son secuencias de ADN en las que un fragmento, cuyo
tamafio puede variar desde dos hasta seis pares de bases, se repite de manera
consecutiva. Estos fragmentos se localizan a lo largo de todo el genoma humano y son
altamente polimorficos.

Mediante analisis de microsatélites se ha obtenido una buena sensibilidad (58-
92%) para el diagnostico del tumor vesical, asi como una elevada especificidad (73-
100%) (53). En un estudio prospectivo el analisis de LOH consiguié mejores resultados
que la citologia, especialmente para tumores de bajo grado. Para los tumores de grado 1
y 2 la sensibilidad fue del 60 y 51,8% comparado con el 10 y 18,5% obtenido mediante
la citologia. Al combinar las dos técnicas se mejoraba la sensibilidad de manera

importante (54).

1.4.4.5. Citoqueratinas

Se han desarrollado diferentes test que permiten la deteccion de varias
citoqueratinas relacionadas con el cancer vesical. Uno de estos test es el CYFRA 21-1
que detecta el fragmento soluble de la citoqueratina 19 (55). Mediante inmunocitologia
o RT-PCR se puede detectar la citoqueratina 20 (CK 20) en pacientes con cancer vesical
con sensibilidad y especificidad variables (71-100% y 67-96,7% respectivamente) (56).
Un estudio recientemente publicado ha observado que la determinacion de interleukina -
13 y la proteina de estrés HSP60 ofrecian un valor predictivo positivo y negativo

prometedores (74%-76% respectivamente), en un pequeio nimero de pacientes (57)

Ademas de estos test, existen muchos otros en vias de desarrollo, como el
estudio de la telomerasa, antigenos del grupo sanguineo (Lewis), el Accu-Dx test,

BLCA, estudio sobre el 4cido hialurdnico y la hialuronidasa, la survivina o la proteina
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DEK. Si bien existe un creciente interés en el empleo de marcadores de estrés oxidativo
para el diagnostico y seguimiento del tumor vesical, no se han desarrollado aun Kkits

diagnosticos basados en estos marcadores.

Tabla 1.2 Rendimiento diagnostico de los test de diagnostico molecular en orina
para el cancer vesical. (58)

NN Sensibilidad | Especificidad Sensibilidad Nivel de

(global) % (global) % (Alto grado) % | evidencia
UroVysion 30-86 63-95 66-70 3
Analisis de microsatélites 58-92 73-100 90-92 1b
Inmunocyt 52-100 63-74 62-92 3
NMP22 47-100 55-98 75-83 3
BTA stat 29-83 56-86 62-75 3
BTA TRAK 53-91 28-83 74-77 3
Citoqueratinas 12-88 73-95 33-100 3

1.5. CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

Como se ha sefialado en esta introduccion, los principales factores de riesgo de
tumor vesical producen situaciones de estrés oxidativo, generando una series de
cambios que inducen la oncogénesis.

Se define el estrés oxidativo como una alteracion del equilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (radicales libres) y los mecanismos de
defensa antioxidante (59). El término “estrés oxidativo” estd ampliamente aceptado, sin
embargo, conviene sefialar que este término estd vagamente definido, ya que no se
sefiala cuan importante debe ser el desequilibrio antioxidantes — oxidantes para que se
considere estrés oxidativo. Los radicales libres se forman en grandes cantidades de
manera irremediable, como producto de muchos de los procesos bioquimicos
fisioldgicos, y, ademads, estos radicales libres pueden ser generados como respuesta

organica a la radiacion electromagnética ambiental o consumidos directamente en forma
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de contaminantes oxidativos, como el ozono y el dioxido de nitrégeno. Por estos
motivos, existe un cierto grado de dafio oxidativo presente en todos los individuos; la
pregunta radica en qué niveles de dafio oxidativo representan una situaciéon no
patologica y qué niveles representan estrés oxidativo. Debido a estas razones, algunos
autores (60) defienden hablar del “status oxidativo” de cada sujeto, ya que este término

nos permite referirnos tanto a situaciones fisioldgicas como patoldgicas.

1.5.1. Concepto y génesis de radicales libres

Los radicales libres se definen como moléculas o fragmentos moleculares que
contienen uno o mas electrones desaparejados en sus Orbitas atomicas/moleculares.
Estos electrones desaparejados normalmente generan un grado muy alto de reactividad

al radical libre.

Figura 1.3 Representacion esquematica de radical libre

Electrén Electrén desapareado

apareado \\
/ 0 ) ,/ 0,_ J
':.\
\
Molécula estable Radical libre

Los radicales derivados del oxigeno (ROS, del inglés “Radical Oxigen Species”)
representan el tipo mas importante de los radicales libres generados en organismos
vivos. El oxigeno molecular (O,) tiene una configuracion electronica Unica, y es, en si
mismo, un radical. Si al dioxigeno se le adiciona un electron, genera el anion
superoxido (O;). Este anidon superoxido, proveniente tanto de procesos metabdlicos
como tras la activacion del O, por irradiacion fisica, estd considerado como el ROS
primario, y puede interactuar con otras moléculas para generar ROS secundarios, bien
directamente o a través de procesos catalizados por enzimas o metales. La produccion

de superoxido ocurre principalmente en la mitocondria.
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La cadena de transporte de electrones es la principal fuente de ATP en las
células de mamiferos siendo, por lo tanto, esencial para la vida. Durante la transduccion
energética, un pequefio nimero de electrones se “fugan” hacia el oxigeno, formando el
ROS superoxido. Mediciones realizadas en particulas submitocondriales sugieren que
entre el 1 y el 3% de los electrones de la cadena mitocondrial se escapan y generan
anion superoxido en lugar de reducir el O,a H>O (61). El superdxido se produce tanto
en el complejo I como el III de la cadena de electrones, y una vez en su forma anidnica,
tiene estabilidad suficiente para atravesar la membrana interna mitocondrial.
Recientemente se ha demostrado que el superoxido producido en el complejo I se libera
exclusivamente en la matriz mitocondrial, no produciéndose escape de la misma en
niveles detectables si la mitocondria esta intacta (62).

Estos hallazgos sefialan el punto de fuga de los electrones a nivel del Complejo
I, llamado cluster hierro-sulfuro del brazo hidréfilo. Ademas, estudios llevados a cabo
en el Complejo III, muestran liberacion extramitocondrial de superdxido, pero las
mediciones de perdéxido de hidrégeno producido muestran que este superoxido
representa menos del 50% de la fuga de electrones de la mitocondria. Se ha propuesto
que el 50% restante de la fuga de electrones se produce por el superoxido que se libera a
la matriz

El estado Redox de la célula estd intimamente relacionado con el hierro y el
cobre, que se mantienen en un estricto margen fisioldgico. Se ha sugerido que la
regulacion de los niveles de hierro asegura que no quede hierro intracelular libre, sin
embargo, en situaciones de estrés, un exceso de superoxido produce liberacion de hierro
desde moléculas que lo contienen. Esta liberaciéon de hierro debido al superoxido se
debe a la accion de enzimas de la familia deshidratasa-liasa (63). La liberacion de hierro
(Fe™") puede conllevar la generacion de radicales hidroxilo (reaccion de Fenton: Fe® +
H.0, > Fe’" + OH + OH®) Bajo situaciones de estrés, O® actia como oxidante y
facilita la produccién de OH® a partir de OH haciendo al Fe®" susceptible de
incorporarse a la reaccion de Fenton. El radical Superoxido participa en la reaccion de
Haber-Weiss (O®*" - O + OH® + OH") que combina una reaccion de Fenton con una
reduccion del Fe’™ por el superoxido, liberando Fe*" y oxigeno (Fe™ +O® > Fe* + 0)

(64).

Otros radicales derivados del oxigeno que se originan en los organismos vivos

son: el radical hidroxilo (OH), que es la forma neutral del i6n hidréxido y posee una
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gran reactividad, haciéndolo muy agresivo, con una vida media in vivo de
aproximadamente 10” segundos (65); y los del sistema peroxilo (ROO®). El radical
peroxilo mas simple es HOO®, que es la forma protonica del superoxido (O® ) y se
conoce habitualmente como radical hidroperoxilo o perhidroxilo. Se ha demostrado que
éste radical perhidroxilo inicia la peroxidaciéon de acidos grasos mediante dos vias
paralelas: el hidroperdxido de 4cidos grasos independiente (LOOH") y el dependiente.
Este Gltimo presenta més relacién con los mecanismos de peroxidacién grasa que
suceden in vivo, mientras que la generacion de LOOH™ independiente se asociad mas
con las mediciones in vitro (66).

Los peroxisomas producen HO, pero no O®  en circunstancias fisiologicas y
constituyen el principal sitio de consumo de oxigeno en la célula. Ademas, participan en
muchas de las funciones que requieren el uso de oxigeno (67). El consumo de oxigeno
en los peroxisomas conlleva la producciéon de OH que posteriormente se emplea para
oxidar diversas moléculas. Esta organela contiene también catalasa, la cual descompone
el peroxido de hidrogeno y presumiblemente impide la acumulacion de este componente
toxico. Ademas, se encarga de mantener el delicado equilibrio entre la actividad
enzimatica y la liberacion y almacenamiento de los diferentes radicales libres,
manteniendo un balance neto préoximo al 0 (68). La manera en que este equilibrio se
mantiene no estd aun aclarada. Cuando se produce un dafo sobre los peroxisomas y
disminuye la actividad de sus enzimas consumidoras de OH, éste se libera al citosol y se
generan situaciones de estrés oxidativo.

Si una célula fagocitica, como por ejemplo un neutroéfilo, es expuesto a una
célula extrana, lleva a cabo una serie de reacciones conocidas como quemadura
respiratoria. La nicotina-adenina dinucleotido fosfatasa (NADPH) oxidasa se encuentra
principalmente en los neutr6filos en los que la produccion de O®” es suficiente como
para producir una quemadura respiratoria suficiente para ocasionar lisis bacteriana. Este

. C . . . h
complejo enzimatico consiste en dos componentes ligados a membrana, gp91™*

y
p22°"* " que incluyen al citocromo b558 (centro enzimatico de este complejo). Tras su
activacion componentes citosdlicos como p47°", p67°" se translocan a la membrana
creando la forma activa de la enzima. La NADPH oxidasa no fagocitica produce
superoxido en una proporcion del 1-10% con respecto a la que producen las células

fagociticas (69)
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1.6. ESTRES OXIDATIVO Y SU IMPLICACION EN LA
ONCOGENESIS

Como se ha sefalado previamente, los radicales libres interaccionan con
multiples biomoléculas, produciendo diferentes efectos, estando implicado en diversas
patologias, incluyendo enfermedad cardiovascular, enfermedades neurodegenerativas,

diabetes, isquemia, cancer, envejecimiento...

Estas enfermedades se pueden agrupar en dos grupos. El primero incluye
aquellas enfermedades caracterizadas por una situacion pro-oxidante, afectandose el
estado Redox de la reaccion tiol-disulfuro y la tolerancia a la glucosa, situacion que se
conoce como estrés oxidativo mitocondrial (principalmente veremos estas condiciones

en la diabetes y en el cancer).

Un segundo grupo lo constituyen aquellas enfermedades en las que nos
encontramos situaciones de estrés oxidativo de origen inflamatorio, con una actividad
incrementada de la NAD(P)H oxidasa (lo cual conlleva ateroesclerosis e inflamacion
cronica) o bien de la formacion de ROS por parte de la xantina oxidasa (implicado en

las situaciones de isquemia y de reperfusion)

Esta asociacion sélida existente entre diferentes enfermedades cronicas y las
situaciones de estrés oxidativo han conducido a la busqueda de biomarcadores de estrés

oxidativo para su uso clinico.

1.6.1. Estrés oxidativo: Implicacion en el dafio al material

genético (ADN)

El estrés oxidativo induce disbalance en los equilibrios reduccidon-oxidacion
celulares, situacion que se ha encontrado con més frecuencia en las células tumorales
que en las células normales. Este disbalance Redox se ha relacionado, pues, con un

estimulo oncogénico. La modificacion permanente del material genético resultante del
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dafo oxidativo representa el primer paso en la mutagénesis, carcinogénesis y en el

envejecimiento.

La mutacion del ADN representa un paso critico en la oncogénesis, y se ha
demostrado la presencia de grandes cantidades de lesiones oxidativas del ADN en las
células tumorales, hallindose, por tanto, una fuerte relacion de este proceso en la

oncogénesis (se han identificado mas de 100 productos del daiio oxidativo del ADN)

El dafio oxidativo al ADN incluye rupturas en una o ambas cadenas del ADN,
alteracion en purinas, pirimidinas, desoxirribosa y cambios estructurales como la
generacion de vinculos cruzados en el ADN (70). Estos cambios pueden conllevar tanto
a la estimulacién como a la inhibicién de la transcripcién genética, errores en la
replicacion, activar vias de sefializacion celular, inestabilidad gendmica... todas ellas
situaciones que favorecen la carcinogénesis, y la implicacion de los oxidantes parece un

denominador comun a todos ellos.

La lesion sobre el ADN que mas ha sido estudiada es la formacion de 8-OH-
desoxi-Guanosina (71). Esta lesion tiene gran importancia, puesto que se produce muy
facilmente y tiene un considerable efecto mutagénico, ya que puede causar mutaciones
por transversion (se denominan mutaciones por fransversion a las sustituciones de una
purina por una pirimidina o viceversa) como G—T o G->A, cuyo actimulo puede dar
lugar a situaciones catastroficas para la célula. En el caso de los mamiferos, existen
mecanismos que permiten corregir esta situacion, mediante enzimas que inducen
excision de bases y excision de nucledtidos, lo que conlleva la eliminacion de esta base

hidroxilada, por lo que se considera un potencial biomarcador de carcinogénesis.

Ademas de las especies reactivas del oxigeno, varios metales se han implicado
en el dafo inducido por estrés oxidativo, tanto por su capacidad para generar radicales

libres como por su habilidad para captar tiol (SH")

El estrés oxidativo inducido por el hierro se considera el principal determinante
del cancer de colon en seres humanos. La exposicion laboral a asbesto (que contienen
aproximadamente un 30% de hierro) induce la formacion de asbestosis, segunda causa
de cancer de pulmoén (72). La exposicion laboral a cadmio se ha asociado con un
incremento en el estrés oxidativo y mayor riesgo de cancer. El cadmio es incapaz de
generar radicales libres de manera directa por si mismo, sin embargo, por via indirecta

puede causar dafio genético inducido por estrés oxidativo. Se ha demostrado que el
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cadmio puede producir la activacion de proteinas celulares del tipo quinasa (proteina-
quinasa C), lo cual resulta en la fosforilacion de factores de transcripcion y,
consecuentemente, conlleva la activacion genética. Se ha implicado el cadmio en la

génesis del cancer de pancreas y del carcinoma renal.

Los compuestos derivados del arsénico, con efecto carcindgeno bien establecido
(73), son capaces de fijarse a grupos SH™ y provocar la inhibicion de varias enzimas,
incluyendo la glutation reductasa. Ademas, algunos estudios como el desarrollado por
K. Jomova y colaboradores (74), sugieren que el arsénico actiia como co-carcindgeno,
no causando cancer directamente, sino favoreciendo la accidon de otros factores como la
radiacion ultravioleta o la accion del tabaco sobre el ADN, aumentando la accion
mutagénica de estos factores. El efecto del arsénico sobre el gen p53 no se comprende
atn del todo, demostrandose en diferentes estudios un aumento en la apoptosis mediada
por p53, asi como de la apoptosis independiente del p53. También se ha medido la

expresion de la proteina del pS3 que aparece

La principal fuente endégena de ROS, el consumo de oxigeno, muestra una clara
y cercana correlacion con la tasa de excrecion de 8-OH-dG, si bien el ejercicio
moderado parece no tener efecto sobre sus niveles. Estudios transversales y
experimentales no han podido demostrar la influencia de los cambios de habito dietético
ni de los suplementos de anti-oxidantes en el dafio inducido por estrés oxidativo sobre el

ADN.

Ademés de las especies reactivas del oxigeno, las especies reactivas del
nitrogeno (RNS), como los peroxinitritos y el 6xido de nitrdgeno han sido implicados
en el dafio al ADN (75). Debido a su reaccion con la guanina, el peroxinitrato forma 8-
nitroguanina que, debido a su estructura, tiene el potencial de inducir la transduccion de
G:C = T:A. Esta lesion es poco estable en el ADN, sin embargo en el ARN presenta
buena estabilidad, aunque ain no se ha podido demostrar su efecto sobre la

carcinogénesis

A este efecto producido sobre el ADN nuclear y sus consecuencias en la
oncogénesis, debemos afiadir la participacion del estrés oxidativo en forma de dafo a
nivel del ADN mitocondrial. Las mutaciones y alteraciones en los genes que codifican
los complejos mitocondriales I, III, IV y V y las regiones hipervariables del ADN

mitocondrial se han implicado en la génesis de diversas neoplasias en humanos (76). Si
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bien no se ha podido confirmar en qué medida estas mutaciones sobre el ADN
mitocondrial se implican en la oncogénesis ni cudles son las células tumorales que
presentan mutaciones mitocondriales, existe cada vez mas informacion que soporta esta
teoria. Por ejemplo, se han detectado fragmentos de ADN mitocondrial insertados en el

ADN nuclear, lo que sugiere un posible mecanismo de activacion de oncogenes (77)

A parte del dafio producido directamente sobre el ADN, los procesos de
peroxidacion lipidica se han relacionado también con la oncogénesis. Una vez
formados, los radicales lipoperoxilo (ROO®) pueden cambiar por medio de reacciones
de ciclacion a endoperdxidos, siendo el producto ultimo de estas reacciones el malon-
dialdehido (MDA) (78). El MDA ha demostrado ser mutagénico en células procariotas
asi como en células de mamiferos, demostrandose su papel carcinogénico en ratas. El
MDA puede interaccionar con bases del ADN (adenosina, guanina y citosina) para
formar los aductos M;A, MiGy M,C. (se considera aducto a los complejos que se
forman cuando un compuesto quimico se une a una molécula bioldgica, como ADN o
proteinas, considerdndose productos reversibles y reparables) Estos aductos se han
encontrado en tejidos a niveles de aproximadamente 1.2 aductos por cada millon de

nucledtidos, lo que conlleva unos 6000 aductos por célula.

1.6.2. Estrés oxidativo, sefializacion celular y cancer

La sefializacion celular comprende a aquellos procesos mediante los cuales
sustancias extracelulares producen una respuesta intracelular. Mecanismos de
sefnalizacion aberrante se relacionan con diversos estados patoldgicos (79). Debido a
que uno de los procesos regulados por sefializacion celular mds importante y
fundamental es el mismo crecimiento celular, alteraciones en la normal regulacion de
estos procesos pueden conducir a la formaciéon de tumores. Se ha demostrado que los
ROS interfieren con la expresion génica y las vias de sefializacion celular, siendo claves
en el proceso de carcinogénesis. El mecanismo de regulacion del crecimiento celular es
muy complejo y, por lo tanto, el rol que juegan los ROS en este proceso depende del
tipo y concentracion de cada unos de estos radicales. La activacion de los factores de
transcripcion, incluyendo la MAP-quinasa/AP-1 y la via del NF-kB, tiene efecto directo

sobre la proliferacion celular y la apoptosis (80).
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Anomalias en el funcionamiento de los receptores de los factores de crecimiento
estan relacionados intimamente con el desarrollo de muchos tumores (81). La accion de
los ROS afecta a muchos receptores, entre los que se incluyen el factor de crecimiento
epitelial (EGF: epitelial growth factor), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF: platelets derived growth factor), el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF: vascular endotelial growth factor). La sobreexpresion del EGF se ha
relacionado con la génesis del cancer tanto de pulmén como de riiidn y vejiga. E1 PDGF
se encuentra en células endoteliales, fibrobastos y en células mesenquimatosas,

relaciondndose su sobreexpresion con el cancer de pulmon y prostata

El papel de los oxidantes celulares y de la activacion del AP-1 en el proceso de
oncogénesis esta bien documentado (82). Uno de los efectos de la activacion de la AP-1
es el incremento de la proliferacion celular. Se ha demostrado que, tanto el c-fos como
el c-Jun son reguladores positivos de la proliferacion celular y su expresion puede ser
inducida por radicales libres asi como por sustancias promotoras (diversos metales,
fenobarbital, TPA, TCDD, alcohol, radiacién ionizante...). Ademas de afectar a la
proliferacion celular, la activacion de AP-1 también actia promoviendo o inhibiendo la
apoptosis. Que la regulacion de la apoptosis se realice en un sentido u otro depende del
balance entre los genes pro- y anti- apoptoticos, el estimulo que generd la activacion del

AP-1 y la duracion del mismo.

Las proteinas Apl también se han visto implicadas en la oncogénesis
interaccionando con oncogenes activados, como Ha-ras (83) o NF-kB (84). Los ROS
también han sido implicados como segundos mensajeros en la activacion de NF-kB, via
factor de necrosis tumoral (TNF) e interleukina 1.

El gen supresor p53 juega un papel clave en la proteccion celular en los procesos
oncogénicos. Este gen actia previniendo que el ADN dafiado se replique hasta que el
dafio cromosomico sea reparado o la célula entre en apoptosis. Los genes promotores de
la apoptosis mediados por el p53, realzan la accion de los radicales libres de oxigeno.
Sin embargo, el gen p53 también puede promover la expresion de antioxidantes que
previenen la apoptosis. La mutacion de p53 conlleva su inactivacién y genera una
situacion pro-oncogénica muy importante, estando relacionada con aproximadamente la
mitad de las neoplasias en el ser humano (85). El gen p53 se activa por radiacion
ultravioleta, hipoxia, radiacion gamma, deprivacion de nucledtidos y otros. Diversos

estudios han relacionado mutaciones del p53 con la actividad de los ROS (86).
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Como se ha senalado previamente, el ciclo celular se caracteriza por
fluctuaciones en el equilibrio redox, mediado fundamentalmente por cambios
intracelulares en la concentracion de glutation (87). Generalmente, un ambiente mas
reducido estimula la proliferacion celular y un leve cambio hacia ambientes levemente
oxidantes inicia la diferenciacion celular. Igualmente, el balance redox es un
determinante critico en la activacion de la apoptosis, ligado intimamente con el gen Bcl-
2. La familia del Bcl-2 constituye un grupo de genes que poseen un efecto pro-
apoptotico (por ejemplo el gen Bax) (88) o bien anti-apoptosis (Bcl-2). Se ha
descubierto que la sobreexpresion de Bcl-2 act@ia inhibiendo al citocromo C,
bloqueando la activacion de caspasas y el proceso de apoptosis. (89) Las células
cancerosas presenta sobreexpresion de Bcel-2, lo cual conduce a resistencia a la accion

apoptotica mediada por ROS.

1.7. COMO SE MIDE EL ESTRES OXIDATIVO

En la actualidad no disponemos de técnicas que nos permitan medir el estrés
oxidativo determinando la cantidad y actividad de las ROS de manera directa, de tal
manera que, para su uso clinico y experimental, se han buscado diferentes marcadores
de estas reacciones oxidativas. En términos generales, el estrés oxidativo puede medirse
basadndonos en los niveles de los subproductos de estas reacciones, tanto a nivel de la
peroxidacion lipidica como de la oxidacion de proteinas y del ADN. Otra forma de
medir las situaciones de estrés oxidativo, de manera indirecta, se basa en calcular el
descenso en los niveles de sustancias antioxidantes (tocoferol, vitamina C, grupos
tiol...).

Debido, por tanto, a la vida media corta de las especias reactivas del oxigeno, y
al hecho de que no se puedan medir estas ROS directamente in vivo parece razonable el
empleo de biomarcadores, que son productos de las reacciones no enzimadticas entre
moléculas bioldgicas y ROS. La participacion de enzimas en la formacién de
biomarcadores podria introducir un nivel de variabilidad dificil de controlar, por lo que
no suponen buenos marcadores para el uso clinico y experimental. La medicion de
productos generados directamente por la interaccion ROS — biomoléculas elimina este

problema, y provee un indice directo de la extension de las modificaciones inducidas
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por el estrés oxidativo. Aunque estos niveles no miden los ROS per se, se asume que
sus niveles son proporcionales a los de los ROS. De este modo, el principal requisito
para que una sustancia se considere biomarcador de estrés oxidativo es su validacion y
mediciéon in vivo contrastdindose con un oxidante conocido, por ejemplo midiendo
compuestos que producen ROS mediante espectroscopia de resonancia magnética. Con
este fin se ha desarrollado el estudio BOSS (Biomarkers of Oxidative Stress Status).
Este proyecto, desarrollado por el Instituto Nacional de Ciencias de la Salud y el Medio
Ambiente (NIEHS) de los Estados Unidos, ha iniciado un estudio comparativo de los
diferentes biomarcadores de estrés oxidativo, empleando ratones a los que se les ha

inducido una situacidon de estrés oxidativo intoxicandolos con tetraclorato de carbono.

Tabla 1.3. Criterios requeridos para los biomarcadores de estrés oxidativo

Consideraciones importantes Caracteristicas requeridas

El biomarcador debe ser un producto especifico de
oxidacion inducida por ROS

Referente a la biologia de los radicales libres El biomarcador debe incrementarse como
respuesta a un agente que induzca estrés oxidativo
(criterio de validacion)

El método de medicién debe ser especifico y no
Referente a la medicion analitica verse interferido por otras sustancias

Debe ser un compuesto quimicamente estable

El método de recogida de la muestra debe ser no
invasivo

Recoleccion de la muestra y almacenamiento - -
El almacenamiento de la muestra no debe producir

un incremento del biomarcador (artefacto)

El biomarcador debe ser detectable en fluidos
bioldgicos de individuos sanos

Los niveles del marcador no debe alterarse con la

Aplicabilidad en estudios humanos .
dieta

Los niveles del marcador deben tener poca
variabilidad intra-individuo

La orina como medio para la deteccion de biomarcadores de estrés oxidativo
representa un método no invasivo de facil acceso, ya que se emite periddicamente de
manera fisiologica. Ademas, se ha validado el uso de la primera miccion de la mafiana
como medio adecuado para el estudio del estrés oxidativo, siendo buen sustituto de la
orina de 24 horas. La orina, asi mismo, representa una adecuada matriz para medir las

modificaciones inducidas por el estrés oxidativo en las distintas biomoléculas, ya que
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tiene una menor cantidad de metales, de promotores de especies reactivas de oxigeno y
de material que pueda ser oxidado. Ademads se ha comprobado que es menos probable
que se produzcan incrementos artefactuales de los marcadores de estrés oxidativo

durante la recogida y almacenamiento de la muestra.

La peroxidacion lipidica es la via mas estudiada, habiéndose empleado
diferentes técnicas para la medida indirecta del estrés oxidativo, como la medicion de
reacciones del acido tiobarbiturico, dienos conjugados o la formacion de isoprostanos y
de malondialdehido (MDA). Para la medicion del grado de dafio oxidativo sobre el
ADN se emplea, de forma mas extendida, la medicion de 8-hidroxi-2’-desoxi-

guanosina (8OHdG).

1.7.1. MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

1.7.1.1.- 15-F2t-isoprostano (15-F2t-IsoP)

El 15-F2t Isoprostano es un isoprostano que se produce de manera endogena y
abundante, que contiene un anillo prostano tipo F y pertenece a una familia con al
menos 64 componentes “prostaglandina F2 — like”. Los F2 isoprostanos se forman
durante la oxidacion no enzimdtica del acido araquidonico por diferentes tipos de
radicales libres, incluyendo ROS (90). Dependiendo de la posicién en que la molécula
de oxigeno se afiada al 4cido araquidonico, nos encontramos con cuatro diferentes
isomeros, que conforman las cuatro series de isoprostanos. Ademas, cada una de estas
series comprende hasta 16 esteroisomeros, por lo que nos encontramos con hasta 64
diferentes tipos de IsoP. Debido a esta variedad amplia de isoémeros, la nomenclatura de
los isoprostanos es compleja y confusa, habiéndose propuesto distintos sistemas de
nominacion, usandose habitualmente los propuestos por Taber et al (91) y Rokach et al
(92). Es por esto que el 15-F2t Isoprostano es también llamado 8-epi-prostaglandina F2
(8-epi-PGF2) o 8-iso-prostaglandina F2 (8-iso-PGF2), con la confusion que esto puede
generar en tanto en la busqueda de informacién cientifica como en la lectura de la

misma.
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Figura 1.4 Estructura molecular del 15-F2t-Isoprostano
OH

COOH

OH OH

Estos isoprostanos son liberados a la circulacion mediante la acciéon de fosfolipasas,
y, posteriormente, son excretados a la orina como isoprostanos libres. Mediante este
mecanismo también se generan isoprostanos con otros anillos, como E2/D2-
Isoprostano,  A2/J2-Isoprostanos  asi como  compuestos  tromboxano-like
(isotromboxano), sin embargo, los F2-Isoprostanos han sido los mas estudiados debido

a su estabilidad, que les permite medir con precision el estrés oxidativo (93)(94).

En la actualidad se han encontrado resultados contradictorios a la hora de explicar
los mecanismos que conllevan a la formacion de F2-IsoP, tanto in vivo como in vitro.
Se ha podido constatar la formacion de isoprostanos debido a la accion enzimatica de la
ciclooxigenasa (COX) en el glomérulo renal de ratas. Ademas, se ha demostrado la
inhibicion en la formacion de F2-IsoP por los inhibidores de la ciclooxigenasa, como el
acido acetilsalicilico, indometacina y el naproxeno. Pese a esto, con los estudios que se
han realizado, debemos considerar que el 8-iso-PGF2 en humanos proviene de la
peroxidacion de acido araquidonico mediado por radicales libres, y no por la via de la
peroxidacion mediada por COX. (62)

Muchos de estos isoprostanos tienen una potente actividad bioldgica, actuando
como vasoconstrictores a nivel pulmonar y renal, y modulando la activacion
plaquetaria. En general, poseen una vida media corta, si bien diversos estudios han
probado que son marcadores fiables y consistentes de estrés oxidativo en diversas
condiciones clinicas como en la diabetes, arterioesclerosis, inflamacion cronica y aguda
lesiones de isquemia-reperfusion... Los isoprostanos también se han empleado para
medir in vivo la respuesta oxidativa a diversos farmacos antioxidantes o intervenciones

dietéticas.
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Se han encontrado isoprostanos en todos los tejidos, en distintas concentraciones,
asi como en los distintos fluidos (plasma, orina, liquido sinovial, fluido bronquio
alveolar, linfa, liquido pericardico, fluido seminal...), si bien la orina y el plasma son
los mas frecuentemente empleados. Los isoprostanos se encuentran en el plasma en 2
isoformas: como acidos libres o esterificados en lipidos, siendo la forma esterificada la
mas abundante, considerando que sélo los isoprostanos hidrolizados son excretados en
orina.

Si bien la validez del F2-IsoP como biomarcador de estrés oxidativo parece
clara, su medida y la de sus metabolitos es compleja. Como se sefiald anteriormente, los
isoprostanos son quimicamente estables tanto in vivo como in vitro, pero, una vez son
generados y liberados a la circulacion, son metabolizados rapidamente y eliminados.
Las técnicas actuales para su medicion (enzima inmunoensayo — ELISA, cromatografia
liquida, cromatografia en gas con espectrometro de masas, radioinmuno analisis) son
capaces de detectar isoprostanos en estado estacionario en muchos tejidos, lo cual ha
permitido medir cualquier fluctuacion en sus concentraciones después de cualquier

grado de estrés oxidativo o peroxidacion in vivo.

Aunque es cierto que los métodos basado en cromatografia se consideran el patron
oro (95), las técnicas de ELISA se estan usando cada vez més en investigacion debido a
su menor coste y relativa sencillez. El problema que plantea es que aun no se dispone de
suficiente evidencia sobre su precision y sobre posibles variaciones en sensibilidad y
especificidad entre los diferentes kits comerciales disponibles. Ademas, puede ser
complejo diferenciar entre la amalgama de diferentes isoOmeros y metabolitos
estructuralmente muy similares que esta familia presenta y que supone, en ocasiones,
“reacciones cruzadas” entre las diferentes especies. Tal es asi, que en algunos estudios
se optaba por la medicion de “F2-isoprostanos” urinarios, sin diferenciar entre isdbmeros
especificos. Sin embargo, esta medicion “de grupo” es muy inespecifica y se
correlaciona mal con los cambios en los niveles de estrés oxidativo, por lo que se
recomienda medir especificamente el isomero de interés (en el caso de este presente
estudio, se midid especificamente el 15-F2t-Isoprostano). Los cuatro isoprostanos del
tipo F2 han sido validados en modelos clinicos de estrés oxidativo (96), sin embargo sus
asociaciones con distintas patologias puede ser diferente. Asi, la asociacion de los
cuatro isomeros con la diabetes tipo II es muy similar (97) pero los niveles de estos

isobmeros en pacientes con sobrepeso varia sensiblemente (98). Ademas, la sensibilidad
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de estos isomeros es también distinta siendo méas o menos sensibles a diferentes
situaciones. Este comportamiento puede ser explicado si aceptamos que diferentes

metabolitos de estrés oxidativo generan diferentes isdmeros de isoprostanos.

Pese a estas posibles limitaciones, se considera que para la cuantificacion de la
peroxidacion lipidica, la medicion de F2-IsoP es superior a otros métodos como la
medicion de TBARS, hidroxiperdxidos lipidicos o dienos conjugados, ya que estos

métodos también presentan diferentes limitaciones metodoldgicas.

Por lo tanto, los isoprostanos poseen buenas cualidades como marcadores del estrés
oxidativo: a) La formacion de Isoprostano in vivo aumenta al aumentar el estrés
oxidativo; b) pueden ser medidos de manera precisa a niveles picomolares con las
técnicas antes mencionadas; c¢) se encuentran de manera consistente en los fluidos
corporales, incluida la orina, lo que provee un medio de obtencién facil y no invasivo
para su medicion (se recomienda su medicion en la primera orina de la manana); d) sus
valores no experimentan variaciones diurnas y no se afectan por el contenido en lipidos
de la dieta (99); e) son productos especificos de la peroxidacion; f) se encuentran en
cantidades medibles en todos los tejidos y fluidos bioldgicos.

Se ha asociado la elevacion de isoprostanos con diversas patologias: enfermedades
pulmonares (asma, fibrosis quisticas, neumonitis intersticial, sindrome de distrés
respiratorio agudo, fumadores crénicos...); enfermedades reumaticas: artritis
reumatoide, artritis psoriasica, lupus eritematoso sistémico artritis reactiva, osteoartrits;
enfermedad cardiovascular: arterioesclerosis, angina, infarto de miocardio, enfermedad
coronaria; enfermedades metabdlicas como la hipercolesterolemia, diabetes,
hipertension, obesidad; enfermedades neurologicas como el deterioro cognitivo y

demencia, esclerosis multiple; fallo hepatico...

1.7.1.2. Malondialdehido (MDA)
El Malondialdehido (MDA) es un cetoaldehido producido de manera fisioldgica

por la descomposicion mediante peroxidacion de 4cidos grasos insaturados y como

subproducto del metabolismo del 4cido araquiddnico.
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Figura 1.5 Estructura molecular del Malondialdehido
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Existen tres hipdtesis que describen la formacion in vivo del malondialdehido.
Pryor y Stanley (100), en el afio 1975 publicaron un trabajo en el que, basando sus
hipotesis en la naturaleza no volatil del precursor del MDA, describen el proceso
mediante el cual, partiendo de un endoperoxdio biciclico y a través de numerosas
reacciones similares a las que se dan en la formacion de prostaglandinas, se genera el
MDA. Postulan, ademas, que estas reacciones que desencadenan la formacion del MDA
se dan bajo circunstancias de estrés oxidativo. Este mecanismo de génesis del MDA fue
confirmado posteriormente por Frankel y Neff (101), quienes observaron como lipidos
oxidados eran capaces de generar MDA como subproductos de su degradacion.

Las otras teorias estan basadas en la formacion sucesiva de hidroperéxidos y su
reaccion con cadenas de acidos grasos para generar hidroxiperoxialdehidos. E1 MDA se
formaria entonces por la f-escision o por la reaccion del radical acroleina con un radical
hidroxi.

Ademas, Hecker y Ullrich (102) describieron varios procesos enzimaticos que
pueden dar lugar a la formacién in vivo del MDA. Asi, mostraron que la biosintesis de
tromboxano A, (TXA;) lleva a la sintesis de MDA y de acido 12(S)-hidroxi-8,10(E,E)-
heptadecadionico (HHT).

En su estado fisioldgico y a pH neutro, el MDA estd presente como anidon
enolato, y se comporta como una molécula de baja reactividad quimica. Sin embargo,
esta molécula es capaz de interactuar con bases de acido nucleicos para formar
diferentes aductos. El principal producto de esta reaccion se conoce como pirimido-
(1,2-a)-purina-10(3H) desoxirribosa, que cominmente adopta diversas abreviaturas en
la bibliografia (M;dG, M ;GdR o M;G). Este MG se encuentra en equilibrio con la
forma abierta de N,-oxopropenil-guanosina. El mecanismo de mutacién propuesto mas
recientemente para este aducto ha sido el descrito por Vader Veen y colaboradores

(103). Su estudio muestra claramente como el MG es capaz de inducir mutaciones
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mediante sustituciones de pares de bases en el ADN bacteriano y de células de
mamiferos. Por otra parte, se propone un mecanismo de genotoxicidad alternativo,
basado en la habilidad del MDA para crear vinculos cruzados en el ADN con,
potencialmente, multiples efectos bioldgicos. Precisamente, Voitkun y colaboradores,
demuestran en un estudio la habilidad del MDA para crear enlaces entre el ADN e
histonas, incluso en situaciones con pH fisiologico. Todas estas actividades del MDA
tienen un potencial efecto carcinogénico.

Varios trabajos han demostrado la presencia de niveles plasmaticos elevados de
MDA en distintos tumores, como leucemias, cancer de pulmoén, de cérvix, de mama y

de estomago (104).

Por otra parte, el exceso de MDA producido como resultado de lesiones tisulares
puede reaccionar con grupos amino libres de diferentes proteinas (el MDA reacciona
principalmente con residuos de lisina mediante adicion de Michael), produciendo
aductos proteicos modificados por el MDA. Estas alteraciones proteicas producidas por
el MDA pueden conducir a alteraciones en sus propiedades y funciones biologicas.
Ademas, estas proteinas alteradas tienen actividad inmunogénica, habiéndose detectado
anticuerpos contra estos residuos de Lisina alterados por MDA. Algunos estudios han
mostrado que el titulo de anticuerpos contra MDA-Lys se asocia con la carga
aterosclerotica asi como la progresion de dicha aterosclerosis y el desarrollo de
coronariopatia e infarto de miocardio (105).

La importancia clinica de la reaccion entre el MDA vy las proteinas es destacada
en la aterosclerosis. La formacion de complejos MDA-LDL, ademas del LDL oxidado ,
tiene un comportamiento pro inflamatorio y pro-aterogénico que conduce a la
formacion de células espumosas. Ademas, los aductos de Apolipoproteina B-100 (Apo
B-100) con residuos de MDA-Lys y con hidroxinonenal (HNE, un hidroxialqueno
insaturado) han sido encontrados de manera consistente en las placas de ateroma.

También se ha encontrado que las concentraciones plasmaticas de MDA se ven
incrementadas en la diabetes mellitus, asi como en patologias de distinta naturaleza
como la preeclampsia, la Enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica o

enfermedad de Alzheimer.
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1.7.1.3.- 8-hidroxi-d-guanosina

Como se ha sefialado previamente, las especies reactivas de oxigeno pueden
generar dafio sobre el ADN celular bajo diversas condiciones, por lo que se han
desarrollado diversas técnicas para medir las bases nucleolares oxidadas en este ADN,
siendo la 8-OH-d-guanosina la alteraciéon mas estudiada (como se ha explicado en
parrafos anteriores). Al igual que sucede con los isoprostanos, no existe estandarizacion
para la nomenclatura de las lesiones por estrés oxidativo sobre el ADN. De este modo,
la 8-OHdG responde a multiples nombres: 8-hidroxi-2V-desoxiguanosina (8-OHdG), 8-
oxo0-2-desoxiguanosina (0xo8dG), 7,8-dihidro-8-0x0-2V desoxiguanosina (8-0xo-dG) y
8-0x0-7,8-dihidro-2V-desoxiguanosina (8-oxodG) (106). La presencia de este
nucleotido oxidado, es la lesion producida por estrés oxidativo sobre el ADN mas
estudiada y detectada. Los niveles de 8-OHdG en orina se consideran tanto un
indicador de la capacidad de reparacion del ADN como un marcador del grado de estrés
oxidativo celular (107). En el ADN, la hidroxilacién de la guanosina por radicales libres
de oxigeno en la posicion 8 conlleva a la pérdida del adecuado emparejamiento de bases
y, consecuentemente, a un error en la lectura de la informaciéon del ADN. Cuando esto
sucede, se ponen en marcha diversos sistemas de reparacion del material genético para
intentar mantener la integridad genomica (108). Existe una evidencia creciente que
muestra elevadas concentraciones de ADN con lesiones oxidativas en las células

malignas (109,110).

Figura 1.6. Estructura molecular de la 8-OHdG
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El dafo oxidativo sobre el ADN esta relacionado con un incremento del riesgo

de desarrollo de neoplasias. El ataque de radicales hidroxilos sobre el ADN genera un
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amplio rango de subproductos tanto en las bases como en diferentes glucidos.

Estos subproductos de las reacciones entre radicales libres y el ADN pueden
medirse tanto mediante técnicas de cromatografia: HLPC — “High Performance Liquid
Cromotography”) o LC-MS (“Liquid Cromotography with Mass Spectography”) como
mediante técnicas basadas en anticuerpos, principalmente técnicas de ELISA (“Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay”). Las ventajas y artefactos en la medicion de 8OHdG
han sido estudiados recientemente por Cooke y colaboradores (111). Los métodos
basados en anticuerpos para la deteccion y medida de 8OHdG se han desarrollado
recientemente, considerandose de buena utilidad, si bien pueden estar limitados al
tratarse de métodos semi-cuantitativos. En cualquier caso, ni los métodos basados en
cromatografia ni en uso de anticuerpos nos pueden indicar donde esta localizado el
dafo genético. Ademads, existe la limitacién de en qué material medir este dafio tisular.
La mayoria de estudios al respecto miden los niveles en ADN de linfocitos o leucocitos
extraidos de muestras sanguineas, asumiendo que el dafio sobre el ADN medido es
reflejo del dafio tisular, sin disponer aun de la certeza de si estas medidas se
correlacionan.

Las mediciones de 8OHdG en orina se han usado para determinar el nivel de
dafio oxidativo “total” del individuo, siendo muy complejo determinar el verdadero
origen de este dafio celular. Ademads, el SOHdG puede aumentar por degradacion de
dGTP, no solo por dafio sobre el ADN. Tampoco se tiene conocimiento de las
variaciones de las concentraciones del 8OHdG y su correlacion con la intensidad de

dafno en el ADN.

En este sentido, Wu y colaboradores (106) realizaron un estudio empleando
determinaciones mediante ELISA de los niveles urinarios de 8-OHdG con la finalidad
de establecer el intervalo normal, encontrando que éste era de 43,9 = 42,1 ng/mg de
creatinina en mujeres y de 29.6 = 24.5 ng/mg de creatinina en varones. El estudio
incluia sujetos de 20 a 70 afios. Empleando el percentil 95 como punto de corte
superior, se seleccioné el nivel de 138.1 ng/ml de creatinina en mujeres y de 78.6 ng/ml
de creatinina en varones. La diferencia entre las medias en hombres y mujeres era
significativo (p<0,001). En este trabajo estudiaron ademas el efecto del tabaquismo
sobre los niveles de 8-OHAG, bajo la hipotesis de que los niveles deberian ser mas altos
en los paciente fumadores. Howard y colaboradores (112) encontraron que los niveles
de 8-OHdG en sangre en trabajadores con exposicion laboral al humo del tabaco eran
un 63% superiores a los no expuestos. Ademas existen varios estudios que relacionan el
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tabaco con el estrés oxidativo, como se explico en la introduccion del presente estudio.
La mayoria de los efectos del tabaco han sido medidos en sangre o en tejidos. Wu y
colaboradores (113) realizaron otro trabajo en el que hicieron las determinaciones en
orina, apreciando que el impacto del tabaquismo en los niveles de 8-OHdG era bajo, sin
encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre fumadores y no fumadores.
Apuntan a la posibilidad de que la amplitud del intervalo normal que lograron definir

sea demasiado extensa para detectar estas diferencias.

Pese a que las mediciones de 8-OHdG se relacionan con el “status oxidativo
global” del sujeto, diversos estudios muestran la relacion de niveles elevados de 8-
OHAG con la presencia de distintos tumores, como miomas uterinos, cancer de mama,
cancer de prostata, cancer de pulmén. Asi mismo, se han encontrado niveles urinarios
elevados de 8-OHdg en paciente con cancer microcitico de pulmon.

Por lo tanto, existe evidencia que sefiala el posible uso de los niveles urinarios
de 8-OHAG tanto para detectar el riesgo de padecer determinados tumores asi como

medir la actividad de los mismos.
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Hipétesis y objetivos

HIPOTESIS

Los niveles urinarios de malondialdehido, 8-OH-desoxiguanosina y 15-F2t-
isoprostano, biomarcadores de estrés oxidativo, son mdas elevados en pacientes que
presentan tumor vesical que en pacientes sanos, siendo utiles para determinar la

presencia de tumor vesical primario o su recidiva.

OBJETIVOS

Primario:

- Determinar los niveles de marcadores de estrés oxidativo en pacientes afectos

de tumor vesical, antes y después de la cirugia, y en pacientes sanos

Secundarios:

- Analizar los diferentes factores pronosticos de tumor vesical (estadio
patologico, grado histologico, numero de tumores, volumen tumoral) y su relacion con

los niveles de estrés oxidativo

- Comprobar la evolucién de los marcadores al tratarse quirargicamente el tumor

y valorar su utilidad para el seguimiento del tumor vesical.

- Estudiar el rendimiento diagndstico de los biomarcadores de estrés oxidativo,
determinando puntos de corte 6ptimo mediante curvas ROC y comparar su utilidad con

la citologia urinaria y el test NMP22
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3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de casos y controles en el que se incluyeron pacientes diagnosticados de
tumor vesical primario no musculo invasivo (categorias Ta y T1 de la clasificacion
TNM 2009) y pacientes control, sin antecedentes de patologia tumoral. Se realizé
determinacion analitica de los niveles urinarios, medidos en la primera miccion de la
mafiana, de 8-OH-desoxiguanosina (8-OHdG), 15-F2t-Isoprostano (IsoP) y
malondialdehido (MDA) en ambos grupos. En el grupo de “casos” se realizd una
segunda determinacion urinaria de los marcadores, 1 mes después de haber sido

intervenidos quirtirgicamente (reseccion transuretral de tumor vesical).

La recogida de datos clinicos se hizo de manera retrospectiva, extrayéndose de la
historia clinica de los pacientes en el momento de la recogida de la muestra de orina.
Para ello, se elaboré un formulario de recogida de datos (mismo formulario para los
casos que para los controles), proceso durante el cual los pacientes fueron identificados
empleando el numero de historia clinica. Esta cifra de entre 3 y 6 digitos es un codigo
personal unico, propio de cada hospital, y que permite la identificacion indudable del
sujeto en cuestion. De este modo, se registraron las variables clinicas que han sido
relacionadas con situaciones de estrés oxidativo en estudios previos. Estos datos se
recogieron inicialmente en una base de datos (Microsoft Access 2007) hasta su posterior

analisis estadistico.

Para la realizacion de esta Tesis se contd con Financiacion publica, proveniente
de una Beca para Proyectos de Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecnologico para

Grupos Emergentes, de la Consejeria de Sanidad de la Comunidad Valenciana.

3.2. ASPECTOS MEDICO-LEGALES

Este estudio se ha llevado a cabo de acuerdo con los requerimientos expresados
en la Declaracion de Helsinki (revision de Edimburgo, Octubre de 2000) y siguiendo las
recomendaciones de la Buena Practica Clinica de la CEE (documento 111/3976/88,
Julio de 1990) y la normativa espafiola vigente (Ley del Medicamento - 25/90, Real
Decreto 711/2002, Circular 15/2001 de la AEM).
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A todos los pacientes se les solicitd su consentimiento escrito para que sus datos
fueran incluidos en este estudio. El presente proyecto de investigacion fue aprobado por
el Comité de Etica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los datos obtenidos
se incorporaron a un fichero de datos de caracter personal y fueron tratados de forma
confidencial conforme a la Ley Organica de Proteccion de Datos Personales 15/1999,
teniendo acceso a ellos solo las personas autorizadas, pudiendo ser utilizados para
posteriores investigaciones, siempre con la garantia del principio de confidencialidad y

cumpliendo la legislacion de nuestro pais en materia de proteccion de datos.

Los investigadores implicados, personal médico y de enfermeria, velaron por la

seguridad del paciente durante el desarrollo del estudio.

3.3. SUJETOS DEL ESTUDIO

3.3.1. Poblacion de referencia

La poblacion de referencia, de la cual se han extraido los casos y controles que
forman parte del presente trabajo, corresponde al Departamento de Salud N° 5 de la
Consejeria de Sanidad de la Comunidad Valenciana (Area 5. Valencia H. Clinic —

Malvarrosa), con una poblacion de, aproximadamente, 340.000 personas.

3.3.2. Seleccion de casos

Para el presente trabajo se incluyeron pacientes con diagnostico de tumor vesical
primario no musculo invasivo (categorias Ta y T1 de la clasificacion TNM 2009), con
confirmacion histologica. La seleccion de los casos se hizo de manera no consecutiva,
empleando la lista de programacion quirtrgica del Servicio de Urologia del Hospital
Clinico Universitario de Valencia para preavisar a los pacientes y poder disponer de la
muestra de orina necesaria para el estudio (véase mas adelante “recogida de muestra”).
Se excluyeron aquellos pacientes con anatomia patologica de TO (ausencia de tumor) o
con estadiaje T2 o superiores (tumor vesical que infiltra musculo).

En los pacientes incluidos como “casos” la Reseccion Transuretral del tumor fue
completa, no quedando tumor macroscopico ni afectacion de los bordes o base tumoral

(RO)
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3.3.3. Seleccion de controles

Los controles fueron obtenidos de pacientes en seguimiento por patologia no
oncologicas, ni por procesos infecciosos o inflamatorios agudos o crénicos (es decir, en
seguimiento por patologias sin relacion etiopatoldogica con situaciones de estrés
oxidativo), asi como por familiares sanos de pacientes. No se realizd seleccion pareada
de casos-controles, siendo la distribucion de las variables clinicas (cardiopatia, diabetes,

hébito tabaquico...) no controlada.

Se considerd criterio de exclusion, tanto para el grupo de casos como el de
controles, presentar insuficiencia renal con filtrado glomerular inferior a 60
ml/min/1.73m” (correspondiente a estadio 3 de la clasificacion de la National Kidney
Foundation — Estados Unidos), puesto que un filtrado glomerular bajo puede alterar los
niveles urinarios de los marcadores de estrés oxidativo, cuya determinacion representa

el objeto de esta Tesis.

3.4. VARIABLES DEL ESTUDIO

3.4.1. Variables clinicas y epidemioldgicas

3.4.1.1. Edad

El tratamiento de la “Edad” como variable y el registro de la misma se hizo de
dos maneras: diferencia de fechas (Fecha de recogida de la muestra — Fecha de
Nacimiento) asi como “edad en afios cumplidos” en el momento de la recogida de la

muestra de orina.
3.4.1.2. Habito tabaquico
El habito tabaquico se registr6 de manera categorizada. En los pacientes

fumadores activos se registrd el numero de cigarros diarios (<10, de 10 a 20 o > 1

paquete al dia).

69



Material y Método

3.4.1.3. Comorbilidad relacionada con estrés oxidativo

De cada paciente incluido en el estudio, bien en el grupo de casos, bien en el de
controles, se recogieron de su historia clinica los siguientes antecedentes patoldgicos,

que constituyen los factores patoldgicos relacionados con estrés oxidativo:

* Sexo (dicotomica)

* Diabetes mellitus (dicotomica)

* Hipercolesterolemia (dicotomica)

* Hipertrigliceridemia (dicotomica)

* Cardiopatia isquémica (dicotomica)

* Hipertension arterial (dicotomica)

* Hepatopatia (dicotomica)

* Hipertiroidismo (dicotomica)

* Hipotiroidismo (dicotomica)

* Antecedentes de alcoholismo (dicotomica)

* Insuficiencia renal (dicotdmica)

El sexo se recogid como variable dicotomica ‘“Hombre/Mujer”, el resto de
variables dicotomicas representan patologias cuya presencia se ha relacionado con
situaciones de estrés oxidativo, y se registran como “Si/No”, dependiendo de si el
paciente padece o no dicha patologia.

La insuficiencia renal se recoge de manera categorizada, empleando la
clasificacion basada en el filtrado glomerular de la National Kidney Foundation,
recogiéndose las categorias: 1 (normal), 2 (dafo renal con filtrado glomerular
ligeramente disminuido), 3 (filtrado glomerular moderadamente disminuido), 4 (filtrado
glomerular gravemente disminuido), 5 (fallo renal), si bien no se incluyd ningun
paciente con categoria 3 o superior (criterios de exclusion) por lo que la variable se tratd

como dicotdmica (normal/insuficiencia renal leve).
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3.4.2. Anatomia patologica

La confirmaciéon diagnostica de cancer vesical se obtuvo con el estudio
anatomo-patologico de los especimenes de reseccion transuretral de vejiga (solo en los
casos). Dicho estudio se realizé en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital
Clinico Universitario de Valencia. El Estadiaje clinico se realizé segun la clasificacion
TNM del afio 2009 y la gradacion histologica segun la clasificacion de la OMS de 1973.
Asi mismo se registr6 el nimero de tumores (recogido en el informe quirurgico de cada
paciente) y el tamafio tumoral, expresado en centimetros (recogido del informe

patologico emitido por el Servicio de Anatomia Patologica).

3.5. RECOGIDA DE MUESTRAS

A todos los pacientes se les solicitd aportar una muestra de orina, emitida
espontaneamente en la primera miccion de la mafnana. De esta muestra se separaron
30cc en tres tubos de ensayo separados (para las determinaciones de MDA, 15-F2t-
Isoprostano y 8-OHdG), conservandose en congelador a temperatura de -80°C hasta el
posterior procesado de la muestra. Se separaron, igualmente, 5 cc de la muestra de orina
para la realizacion del test de diagndstico NMP22 y el resto se remitid para estudio

patologico (citologia urinaria)

Al grupo de casos se les solicitd una segunda muestra de orina, para valorar el
comportamiento de los marcadores después de la cirugia, recogiéndose dicha muestra
un mes después de la cirugia, y antes de comenzar los tratamientos neoadyuvantes
(instilaciébn de mitomicina C o bacilo de Calmette-Guerin o bien reintervencion
quirdrgica) que por su estadiaje y gradacién fuesen precisos. Esta muestra de orina
procedia, igualmente, de orina emitida espontdneamente en la primera miccion de la

manana.

Las muestras de orina se aconservaron a -80°C hasta su procesado.
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3.6. DETERMINACION ANALITICA DE MARCADORES DE
ESTRES OXIDATIVO

La determinacion analitica de los niveles urinarios de 8-OH-desoxiguanosina y
15-F2t- Isoprostano, se realizé mediante test de ELISA, mientras que los niveles de

Malondialdehido se determinaron mediante espectrofotometria (medicién de aductos

MDA-TBA,).

La técnica ELISA (del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas) es un test de inmunoensayo en la cual un antigeno
inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo ligado a una enzima, que es capaz de
generar un producto detectable (cambio de coloracion, fluorescencia...) Las técnicas de
ELISA son una evolucion del enzima inmunno ensayo (EIA), en la que se emplea la
union de anticuerpos a los antigenos para identificar y medir sustancias por
colorimetria. Las primeras publicaciones describiendo el uso de esta técnica datan de
1966, por los doctores Ancho y Porat. El nombre de ELISA fue acunado por los
investigadores suecos Eva Engall y Peter Perlman en 1971, cuando publicaron la

descripcion del proceso.

Existen distintos tipos detécnicas ELISA, siendo el ELISA competitivo la que se
empled para determinar los niveles de 15-F2t-Isoprostano y de 8-OHdG. El ELISA
competitivo es la técnica mas compleja de ELISA, y se usa para la medicion de
antigenos (o anticuerpos) en una muestra mediante la observacion de interferencias en
una sefial esperada. Puede basarse en técnicas directas, indirectas o tipo sandwich. Se
usa frecuentemente cuando solo existe un anticuerpo disponible contra el antigeno de
interés o cuando la sustancia a analizar es muy pequefia. Si el antigeno en la muestra es
idéntico al que esta adsorbido en la placa, entonces existird competencia por el
anticuerpo entre el antigeno libre (muestra) y el unido a la placa. En ese caso, si la
concentracion del antigeno en la muestra es alta, la intensidad de la sefial serd menor y
si la concentracion del antigeno en la muestra es baja, entonces la sefial serd mas intensa.
Por lo tanto, con este tipo de ELISA, lo que estamos midiendo es la atenuacion de la

sefial. Esta técnica es la que empleamos en el presente trabajo.
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Para la medicion de los niveles de MDA, nos basamos en la reaccion del
malondialdehido con el d4cido-2-tiobarbitirico (TBA), generando cromogenos y
fluorescentes de MDA-TBA muy estables, que pueden ser medidos por
espectrofotometria de absorcion visible. La espectrofotometria es el método de analisis
optico mas usado en las investigaciones bioldgicas. El espectrofotometro es un
instrumento que permite comparar la radiacién absorbida o transmitida por una solucion
que contiene una cantidad desconocida de soluto, y una que contiene una cantidad
conocida de la misma sustancia.

En la espectrofotometria se aprovecha la absorcion de radiacion
electromagnética en la zona del ultravioleta y visible del espectro. La muestra absorbe
parte de la radiacion incidente en este espectro y promueve la transicion del analito
hacia un estado excitado, transmitiendo un haz de menor energia radiante. En esta
técnica se mide la cantidad de luz absorbida como funciéon de la longitud de onda
utilizada. La absorcion de las radiaciones ultravioletas, visibles e infrarrojas depende de
la estructura de las moléculas, y es caracteristica para cada sustancia quimica.

La espectrofotometria ultravioleta-visible utiliza haces de radiacion del espectro
electromagnético, en el rango UV de 180 a 380 nm, y en el de la luz visible de 380 a
780 nm, por lo que es de gran utilidad para caracterizar los materiales en la region
ultravioleta y visible del espectro. Para la determinacion de los niveles de MDA se
emple6 longitud de onda de 532 nm.

Los niveles de los marcadores se expresaron en ng/ml. Se expone, a
continuacion, la metodologia empleada para la determinacion analitica de cada uno de

estos marcadores.

3.6.1. Determinacion de los niveles urinarios de 8-OHdG

Para la determinacion de los niveles urinarios de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina,
se empled un kit comercial de ELISA, desarrollado por Cell Biolabs, con nombre
“OxiSelect” Oxidative Damage ELISA Kit (8-OHdG Quantitation)”. Este marcador ha
sido validado y empleado en diversos estudios clinicos (114)(115)(106).
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El conjugado y la solucion patron de 8-OHAG se conservaron a -80°C y -20°C
respectivamente; el resto del kit se conservé en nevera, a temperatura no superior a 4°C,

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Previo a la determinacion analitica, las muestras de orina se descongelan durante
1 hora a 37°C. Posteriormente se centrifuga a 1500 G durante 5 minutos, empleando el

sobrenadante para la determinacion de 8-OHdG.

Se debe dibujar una curva estdndar, para poder determinar los niveles de 8-
OHAJG. Para ello se preparan 10 disoluciones de la solucion patron de 8-OHAG proveida
por el fabricante. Estas disoluciones varian en concentracion desde los 0 ng/ml hasta 20
ng/ml de 8-OHdAG. Una vez preparadas, se sigue el mismo procedimiento que con la

muestra.

Se vierten 50 uL de la muestra y de solucion patrén (proveida por el fabricante)
en diferentes pocillos, impregnados del conjugado de 8-OHdG, dejdndose incubar
durante 10 minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital. A estos pocillos, se
les afiaden 50 uL del anticuerpo primario dejando incubar en el agitador, a temperatura

ambiente, durante 1 hora.

Tras la incubacidn, se procede al lavado y retirada del anticuerpo primario. Para
ello se realizan tres ciclos de lavado con 250 uL de solucién de lavado. Al completar los
tres ciclos de lavado se deben vaciar los pocillos y voltear sobre papel secante, para

facilitar el secado.

Anadimos 100 uL de anticuerpo secundario por pocillo, mezclamos y se vuelve
a incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos, nuevamente en un agitador
orbital. Repetimos el proceso de lavado, tal como hicimos con el primer anticuerpo.
Una vez terminado el segundo lavado, anadimos 100 uL de sustrato a cada pocillo y se
incuba a temperatura ambiente. El tiempo puede de incubacion puede variar, entre 2 y

30 minutos, por lo que es necesario estar pendiente del viraje de color.

Al completar la incubacion del sustrato, afiadimos 100 uL de fijador a todos los
pocillos y se procede a la medicion de la absorbancia con espectrofotémetro a 450 nm.
Se dibuja la curva estdndar, con la que comparamos las muestras para obtener la

concentracion de 8-OHdAG (ng/ml).
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Figura 3.2. Curva de absorbancia estandar para la 8-OHdG

(Cell Biolabs, Inc)
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3.6.2. Determinacion de los niveles wurinarios de 15-F2t-

Isoprostano

Para la medir los niveles urinarios de 15-F2t-Isoprostano, se emple6 también un
kit comercial de ELISA de la casa Cell Biolabs, “OxiSelect " 8-iso-Prostaglandin F2a
ELISA Kit” . Al igual que sucedia con el kit empleado para la 8-OHdG, este test ha sido
validado y empleado en diversos estudios. (95)(116)(117)

Los componentes del kit se conservaron a diferentes temperaturas, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La solucion patrén de 8-iso-PGF2a, el anticuerpo y el
conjugado, se conservaron a -20°C, mientras que el resto de componentes se mantuvo

en nevera a -4°C.

Previo a su procesado, es necesario acidificar la orina, para poder romper los
enlaces entre los componentes lipidicos y no lipidicos. Para ello, se acidifica la orina
hasta alcanzar pH = 3.0, anadiendo el equivalente a la décima parte del volumen de
orina de una solucion 1 Molar de acido clorhidrico. Esta orina acidificada precisara ser

diluida con tampon fosfato alcalino al 1:4, antes de proceder a realizar el test de ELISA.

Al igual que en el caso de la 8-OHdG, es preciso elaborar una curva estandar.
Con este fin, disponemos de una solucion estandar de 8-iso-PGF2a, con la que se

preparan 8 disoluciones entre 0 y 200000 pg/ml.
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Para el procesamiento de la muestra, primeramente se afiaden 100 uL del
anticuerpo anti-8-iso-PGF2a a una placa cubierta con anticuerpos. Se incuba a 1 hora a

25°C, en un agitador orbital.

Cuando se complete la incubacién, lavamos los pocitos con 300 uL de solucion
de lavado, cinco veces. Al terminar los ciclos de lavado se deben vaciar los pocillos y

voltear sobre papel secante, para facilitar el secado.

Anadimos 55 uL de la muestra o de la solucion estandar y 55 uL. del conjugado
de 8-is0-PGF2a a un microtubo y se mezclan bien, retirando posteriormente, 100 uL

que anadiremos a cada pocillo. Incubamos en un agitador orbital, durante 1 hora a 25°C.

Se repite el proceso de lavado y se anaden 100 uL de sustrato a cada pocillo.

Incubamos en agitador orbital a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

Al completar la incubacion del sustrato, afiadimos 100 uL de fijador a todos los

pocillos y se procede a la medicion de la absorbancia con espectofotdmetro a 450 nm.

Figura 3.2. Curva de absorbancia estandar para el 15-F2t-Isoprostano

(Cell Biolabs, Inc)
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3.6.3. Determinacion de los niveles urinarios de MDA.

La técnica empleada para la medicion de los niveles de Malondialdehido difiere
a con la empleada con los otros marcadores. No se realizaron determinaciones mediante
ELISA, sino empleando espectrofotometria para medir el indice de TBA. La medicion
de este indice se basa en la reaccion del acido tiobarbiturico (TBA) con el
malondialdehido, que genera un cromégeno de coloracion rojo-rosada (MDA-TBA,),
cuya absorbancia mediremos con espectrofotometro, a 532 nm. Esta es la técnica mas

empleada para la determinacion de los niveles de malondialdehido.

Para medir el indice de TBA se utilizo el kit comercial “NWLSS
Malondialdehyde Assay”, de la casa comercial Northwest, siguiendo las indicaciones
del fabricante para su uso. Esta técnica ha sido validada para la medicion de MDA

(118)(119)(120). Para su conservacion, los elementos del kit se guardaron en nevera a
4°C.

Al igual que sucede con la 8-OHdG y el isoprostano, debemos realizar una curva
patron. En este caso, las disoluciones ya estan preparadas en el kit, con concentraciones

que varian entre 0 y 4 uM.

Iniciamos la determinacion afiadiendo en un vial de microcentrifuga 10
uL del reactivo BHT (hidroxitolueno butilado). Le afiadimos 250 uL de calibrador o de
muestra de orina, 250 uL de reactivo 4cido (provisto por el fabricante) y 250 uL del
reactivo TBA. Se incuban a 60°C durante una hora, tras lo cual se centrifuga a 10000g
durante 3 minutos. Se transfiere la mezcla a la cubeta y se mide la absorbancia a 532

nm.

Calculamos la absorbancia de la solucién 0 molar y le restamos su valor a todas
las determinaciones colorimétricas. Estos seran los valores corregidos. Se genera la
curva de calibrado con los valores corregidos, con la cual obtendremos los valores de
MDA. Posteriormente debemos convertir las unidades, de uM a mg/ml, para lo que

debemos conocer el peso molecular del malondialdehido , que es de 72.
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Figura 3.3. Curva de calibracion estandar para el Malondialdehido

(Cell Biolabs, Inc)
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3.6.4. Normalizacion de los niveles urinarios de los marcadores

segun la creatinina

Se ha descrito que existen variaciones, tanto individuales como temporales (hora
del dia a la que se recoja la muestra) en la concentracion urinaria de los marcadores de
estrés oxidativo, situacion que puede ser problematica para la validez externa de los

resultados.

Uno de los métodos mas aceptados para obtener valores fiables de los niveles
urinarios de estos marcadores, consiste en normalizar sus niveles de acuerdo con los
valores urinarios de creatinina. Para la determinacion de los valores urinarios de
creatinina (mg/ml) se empleo la colorimetria, mediante un kit comercial (Creatinine kit
555-A: SIGMA). Este método emplea la reaccion de Jaffe, que se basa en la reaccion
que se produce entre la creatinina y el acido picrico en medio alcalino, formando
complejos de coloraciéon amarillo-anaranjada. En esta coloracion, ademas de la
creatinina, participan otras sustancias inespecificas. Para valorar cudl es la participacion
de la creatinina en la coloracion final, se mide la intensidad de color empleando un

espectrofotometro con longitud de onda de 500 nm. Posteriormente se afiade solucion
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acida a la muestra (proporcionada por el fabricante, consiste en una soluciéon que
contiene 4cido sulfurico y acido acético). Este proceso destruye la creatinina presente en
la muestra. Se vuelve a medir la intensidad de la coloracién a 500 nm y se calcula la
diferencia, que representa la participacion de la creatinina en dicha coloracion,

comparandose este valor con curvas estdndar, para determinar las cifras de creatinina.

Una vez determinada la concentracién urinaria de creatinina, se empled para

normalizar los valores de los marcadores, en cada paciente, mediante la formula:

Marcador (ng/mg creatinina) = Marcador (ng/ml) / Creatinina (mg/ml)

3.7. CITOLOGIA URINARIA

Se remitid una parte de la muestra de orina para el estudio patoldgico de la
misma (citologia urinaria). La citologia de orina constituye el método diagnostico
patologico no invasivo mas empleado en la actualidad, tanto para el diagnostico como
para el seguimiento de los pacientes. La muestra fue remitida en fresco al Servicio de

Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

3.8. NMP22

La determinacion mediante test comercial de la “Nuclear Matrix Protein 22”
(NMP22), se realizé usando el Alere NMP22" BladderChek®, kit de inmunoensayo
para la deteccion cualitativa de NMP-22. Para su uso se vierten 4 gotas de orina sobre el
test diagnostico que presenta una ventana “control” y otra “test”. Se deben esperar 30

minutos, tras los cuales el test se revelara como positivo o negativo.
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Figura 3.4. Imagen de Alere Bladder Check. Test positivo y negativo

(www.geminidiagnostica.it)
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3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Como sefalamos en el apartado pertinente, el objetivo principal de este estudio
es aplicar la metodologia estadistica necesaria para determinar si existe diferencia en los
niveles séricos de los biomarcadores de estrés oxidativo (15-F2t-Isoprostano, MDA y 8-
OHdG) entre los pacientes afectos de tumor vesical de nuestra poblacion y los
individuos sanos del grupo control, estudiando el comportamiento de dichos marcadores
una vez se ha conseguido la reseccion quirtrgica tumoral. Las variables respuesta

principales son, por tanto, los niveles urinarios de los biomarcadores resefiados.

Como objetivos secundarios de este estudio, intentamos determinar la influencia
de los diferentes parametros clinicos relacionados con situaciones de estrés oxidativo y
su influencia en los niveles de nuestros biomarcadores, asi como estudiar el papel que

desempefian los diferentes pardmetros patologicos tumorales en dichos marcadores.

Los analisis estadisticos se realizaron en funcion de la naturaleza estadistica de
las diferentes variables, utilizando las pruebas estadisticas habituales y especificas en
funcion de las hipdtesis a resolver.

En primer lugar se llevo a cabo un analisis exploratorio de todas las variables
incluidas en el presente estudio, resumiendo sus valores mediante las correspondientes
tablas de frecuencias para las variables categdricas y los principales estadisticos de
resumen para las variables cuantitativas. Las variables categoricas se expresan como
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valor absoluto (porcentaje). Como medidas de localizacion de las variables cuantitativas
se han utilizado las medias, mientras que como medidas de dispersion se han empleado
las desviaciones tipicas. También se han utilizado graficas para resumir las principales
variables de interés, seleccionado aquellas mas adecuadas segiin la naturaleza de las
variables objeto de estudio.

La comparacion de variables cuantitativas, cuando solo existen dos grupos de
estudio, se realiz6 mediante la prueba estadistica de la ¢ de Student de comparacion de
medias (apareada en el caso del estudio intra-paciente o independiente en el caso del
estudio inter-paciente) o su correspondiente no paramétrica (U de Mann-Whitney,
Wilcoxon).

Se realiz6 una valoracion estadistica de la comparabilidad de mas de 2 grupos de
estudio por medio de andlisis de la varianza (ANOVA) de una via con la
correspondiente prueba de comparacion multiple de medias “post-hoc” (Bonferroni).
Asimismo, cuando las variables en estudio no se ajustaban a una distribucion normal o
se violaban los supuestos del andlisis paramétrico, se utilizo el test de Kruskall-Wallis
para comparaciones entre mas de 2 grupos.

Para estudiar si los datos de naturaleza cuantitativa siguen la distribucion normal
se ha utilizado la prueba de Kolmorogov-Smirnov, asi como la prueba de Shapiro-Wilk
cuando el niimero de casos es inferior a 30.

Las variables de tipo porcentaje por grupo de tratamiento se contrastaron
mediante la prueba estadistica binomial de comparaciéon de 2 proporciones para cada
una de las respuestas obtenidas cuando hubo mas de 2 respuestas y cuando hubo 2
respuestas con la prueba de chi cuadrado o mediante la prueba de Fisher.

Se calculo la precision diagndstica de la Citologia Urinaria y del NMP22 en la

muestra (Sensibilidad, Especificidad, Tasa de verdaderos/Falsos positivos/negativos).

Se validé la rentabilidad diagndstica de los diferentes marcadores de estrés
oxidativo mediante la estimacion del area bajo la curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) para valorar la discriminacion. Este area posee un valor comprendido
entre 0,5 y 1, donde 1 representa un valor diagnostico perfecto y 0,5 es una prueba sin
capacidad discriminatoria diagndstica. Siempre se elige la prueba diagnostica que
presente un mayor area bajo la curva. Se han establecido los siguientes intervalos para
los valores de AUC: De 0.5-6: Test malo. De 0.6-0.75: Test regular. De 0.75-0.9: Test
bueno. De 0.9-0.97: Test muy bueno. De 0.97-1: Test excelente. Para calcular el punto

de corte 6ptimo en la curva de rendimiento diagnostica se empled el Indice de Youden
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(también llamado estadistico J de Youden). Este estadistico, introducido por W.J.
Youden en 1950, permite valorar la precision diagndstica de un punto dado de la curva,
variando su valor entre 0 y 1. Un indice de Youden de O significa que el test tiene la
misma tasa de positivos en el grupo de enfermos y no enfermos, por lo que se considera
que el test no es util. Por el contrario, un indice de Youden de 1 significa que no hay
falsos positivos ni falsos negativos, por lo que el test es perfecto. Este indice se calcula

buscando el punto de la curva que de un a puntuacion superior segun la formula:

J = Sensibilidad — (1 — Especificidad)

En todos los contrastes de hipotesis realizados se considerd que el resultado era

estadisticamente significativo cuando el correspondiente p-valor era inferior a 0,05.

Para realizar los diferentes célculos y andlisis estadisticos se empled el programa

SPSS® 17.0 para Windows” (IBM" Corporation, Nueva York, Estados Unidos).

3.10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

La busqueda bibliografica se realizo mediante sistemas de Internet, recogidas
por la National Library of Medicine (U.S. Department of Healt & Human Services), a
través del servicio PubMed “on-line”, sistema que indexa recoge mas de 25 millones de
citaciones de MEDLINE desde mediados de la década de 1960. Las referencias
bibliograficas se afiadieron al texto empleando el gestor de citas bibliograficas
Mendeley, en su version 1.14. Como formato de las citas se siguieron las normas de

Vancouver.
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4.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

4.1.1. Caracteristicas demograficas de la poblacion muestral

Los datos utilizados en la presente Tesis proceden de un estudio de casos y
controles en el que participaron 110 personas, incluidas entre Noviembre de 2008 y
Noviembre de 2010, con edades comprendidas entre los 26 y 92 afios. En la figura 4.1
se aprecia la distribucion de la edad en la poblacion de estudio, en el momento de la

recogida de la muestra de orina.

Figura 4.1. Distribucion de edad de la poblacion muestral
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Se incluyeron como casos pacientes que presentaban tumor vesical y como
controles, pacientes que no tenian antecedentes de ninguna patologia tumoral, ni
padecian enfermedades activas en el momento del estudio. Al final del estudio se
incluyeron 69 pacientes como casos y 41 pacientes como controles, con una

distribucion segin sexo y edad como se muestra en las figuras 4.2 y 4.3.

Figura 4.2. Distribucion de la edad en el momento de la recogida de muestra segun
grupo de estudio.
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Figura 4.3. Distribucion de la poblacion muestral segin sexo
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La media de edad para el grupo de casos fue de 73,2 afios (DT: 9,4 afios), y para
el grupo de controles de 67,43 afios (DT: 13,6 afos), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p=0,01)

En cuanto a la distribucién por sexos, el grupo de casos estaba compuesto por un
91% de hombres y un 9% de mujeres, y el grupo de controles por un 76% de hombres y

un 24% de mujeres, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,047).
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Figura 4.4. Diagrama de cajas para la variable edad por sexos segun el grupo de estudio
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4.1.2. Caracteristicas clinicas de la poblacion muestral

Las variables clinicas recogidas se resumen en la tabla 4.1. Como se puede
apreciar en dicha tabla, estas variables se distribuyeron de manera homogénea entre los
grupos de casos y controles, encontrandose Unicamente diferencias significativas en la
proporcion de pacientes diabéticos, siendo ésta del 18,8% en el grupo de casos y del

4,9% en el grupo control (p=0,04). (Figura 4.5)
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Tabla 4.1. Caracteristicas de la muestra segiin grupo de estudio

Controles Casos p-valor
n % n %
No 39 95 67 97
Hipertrigliceridemia p=0,63
Si 2 5 2 3
No 31 76 46 67
Hipercolesterolemia p=0,39
Si 10 24 23 33
No 34 83 46 67
Hipertension p=0,08
Si 7 17 23 33
No 39 95 56 81
Diabetes p=0,04
Si 2 5 13 19
No 39 95 63 91 p=0,71
Cardiopatia
Si 2 5 6 9
Insuficiencia renal No 39 95 66 96
p=0,65
cronica Leve 2 5 3 4

Como se ha senalado con anterioridad, ademas de las variables clinicas
expresadas en la tabla 4.1, se exploro en la historia clinica de los pacientes, la presencia
de hepatopatia, alcoholismo, alteraciones tiroideas, y enfermedades autoinmunes, no

encontrandose en los sujetos del estudio ningun caso.
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Figura 4.5. Proporcion de pacientes diabéticos segun grupo de estudio
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Se recogio el antecedente de tabaquismo, el numero de -cigarrillos/dia

consumidos y los afios que se llevaba fumando, sin encontrarse diferencias entre los

grupos (Tabla 4.2)
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Tabla 4.2. Distribucion del habito tabaquico segun grupo de estudio

Control Caso
p-valor
n % n %
No 24 59 40 58
Fumador Si 17 41 29 42 p=1
Total 41 100 69 100
<10 24 59 39 57
10-20 5 12 2 3
Cigarrillos/Dia p=0,233
>1 paquete 12 29 28 40
Total 41 100 69 100

4.1.3. Caracteristicas patologicas del grupo de casos

En el grupo de casos, compuesto por pacientes afectos por tumor vesical, se
estudiaron las caracteristicas patologicas y clinicas de los tumores: tamafio tumoral
(Figura 4.5), nimero de tumores, estadio y gradacion histologica (Tabla 4.3) El hallazgo
clinico mas frecuente, en cuanto al nimero de tumores presentes, fue la presencia de un
tumor unico (81,2%); la media de tamafio tumoral fue de 3,6 cm (DT: 2,6 cm). El
estadio patologico mas frecuente fue pTa (52,2%), siendo el grado de diferenciacion
histologica predominante los tumores de alto grado (G3 segun la clasificacion de la

OMS de 1973) con un 37,7% de los casos.
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Frecuencia

Tabla 4.3. Caracteristicas patolégicas de los casos

n % Media DT
Tamaio tumoral - - 3.6 cm 2.6
pTa 36 52,2%
Estadio pT1 33 47,8%
Total 69 100,0%
G1 19 27,5%
Grado G2 24 34,8%
G3 26 37,7%
Total 69 100,0%
1 56 81,2%
2 9 13,0%
Numero de tumores 3 2 2,9%
4 2 2,9%
Total 69 100,0%
Figura 4.6. Histograma del tamafio tumoral en el grupo de casos
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4.2. ESTUDIO DE LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

Se midieron los niveles urinarios de 8-OHdG, 15-F2t-Isoprostano y de MDA
tanto en los controles como en los casos, determinandose en este segundo grupo antes

de la cirugia y un mes después de la misma.

Los niveles de los diferentes marcadores estan normalizados de acuerdo a la

creatinina del paciente, y estan expresados en nanogramos/mg de creatinina.

Como se muestra en las figuras 4.7, 4.8 y 4.9, se comprueba que los niveles de
malondialdehido y de isoprostano son mayores en el grupo de casos con respecto al de
los controles y que, una vez intervenidos (reseccion transuretral de tumor vesical), los
niveles tienden a igualarse con el grupo control. En el caso de la 8-OHdG, el
comportamiento es el contrario, detectdndose el nivel mas bajo en el grupo de casos

antes de la cirugia.

Figura 4.7. Niveles de 15-F2t-Isoprostano segun grupo de estudio.
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Figura 4.8. Niveles de MDA segun grupo de estudio

Figura 4.9. Niveles de 8-OHdG segun grupo de estudio
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Se comprobd que los niveles de los marcadores de estrés oxidativo, como
variables cuantitativas continuas, seguian una distribucién normal, empleando para ello
el test de Kolmogoérov-Smirnov. Se realiz6 una comparacion de medias empleando el
test T de Student para muestras independientes (para la comparacion entre los niveles de
biomarcadores entre el grupo de casos y el de controles ) y T de Student para muestras
relacionadas (para los niveles de los biomarcadores en el grupo de casos antes y después
de la cirugia), encontrandose todas estadisticamente significativas. (Tablas 4.4 y 4.5

respectivamente)

Tabla 4.4. Comparacion de los niveles de los marcadores segiin grupo de estudio

Grupo de Media Desviacion
N p-valor
estudio (ng/mg creatinina) tipica
Control 41 1,0151 4217
8-OHdG p=0,015
Caso 69 ,8045 ,4402
15-F2t- Control 41 ,0981 ,0692
p<0,01
Isoprostano Caso 69 ,3457 ,1449
MDA Control 41 2773 ,1342
p<0,01
Caso 69 4567 ,1455

Tabla 4.5. Comparacion de niveles de los marcadores antes y después de la cirugia

Grupo de Media Desviacion
p-valor
estudio (ng/mg creatinina) tipica
Pre cirugia ,8045 4627
8-OHdG p<0,01
Post-cirugia 1,0435 ,4402
15-F2t- Pre-cirugia ,3457 ,1449
p<0,01
Isoprostano  Post-cirugia ,1235 ,1049
Pre-cirugia 4567 ,1455
MDA p<0,01
Post-cirugia 3177 ,0996
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En el estudio de las variaciones intra-individuo tras la cirugia (RTU de tumor
vesical), intervinieron 31 individuos, lo que supone un 45,5% del total de pacientes del

grupo de casos (55,5% de valores perdidos)

Tabla 4.5. Comparacion de niveles de los marcadores entre los controles y los

casos tras la cirugia (post IQx)

Grupo de Media Desviacion
p-valor
estudio (ng/mg creatinina) tipica
15-F2t- Control 0,981 0,069
p=0,22
Isoprostano  Caso Post-IQx 0,123 0,104
Control 0,277 0,134
MDA p=0,164
Caso post 1Qx 0,317 0,099
Control 1,015 0,423
8-OHdG p=0,79
Caso Post-1Qx 1,014 0,499

La tabla 4.5 nos muestra el comportamiento de los marcadores tras la cirugia
resectora del tumor, apreciandose como los niveles descienden igualandose a los niveles
que presentan los pacientes del grupo de controles. En el caso de la 8-OHdG, se aprecia

un ascenso de los niveles, igualandose también con el grupo de controles.

4.2.1. Analisis de los posibles factores de confusion

4.2.1.2. Analisis inter-sujetos (casos vs controles)

Al realizar el andlisis univariante se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas en la media de edad, distribucién por sexos y proporcion de pacientes

diabéticos entre el grupo de casos y el de controles. Se analizod el efecto de estos
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factores en estas diferencias encontradas entre los niveles de los biomarcadores entre el
grupo de casos y el de controles.

Se explor6 la relacion del tabaquismo con los niveles de los diferentes
marcadores, tanto considerando la presencia de habito tabaquico o no, como
considerando el nimero de cigarros/dia consumidos, sin encontrarse diferencias
relacionadas con estas variables para ninguno de los marcadores estudiados. (Figuras

410y 4.11)

Figura 4.10. Niveles de los biomarcadores de estrés oxidativo segun tabaquismo
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Figura 4.11. Niveles de los biomarcadores de estrés oxidativo segiin consumo de
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Se valor¢ el papel que desempefiaba el sexo en los valores de los marcadores de
estrés oxidativo (Figura 4.12) Si bien se encontraron diferencias en la distribucion de
acuerdo al sexo entre los grupos, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de los marcadores, entre el grupo de casos y el de

controles, atendiendo a esta variable.

Figura 4.12. Niveles de los biomarcadores de estrés oxidativo segun grupo de estudio y sexo
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Para valorar las diferencias en los niveles de los marcadores de estrés oxidativo
entre el grupo de casos y el de controles se utilizé el modelo lineal general univariante
para el analisis de la varianza, homogeneizado segun edad, sexo y presencia de diabetes.
Al realizar el andlisis multivariante hubo problemas dado la baja proporcién de
pacientes diabéticos y de mujeres, de tal manera que, al estratificar en grupos segin
grupo de estudio y sexo y presencia o no de diabetes, quedaban categorias vacias, por lo
que se desestim6 el andlisis multivariante y se procedio a realizar analisis univariante
homogeneizado por la edad.

Las figuras 4.13— 4.18 muestran el comportamiento de los marcadores para una
edad de 71,05 afios (seleccionada por el modelo de andlisis estadistico empleado y que

representa a la media de edad de la poblacion).
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Figura 4.13. Niveles de 15-F2t-Isoprostano segun grupo de estudio y sexo
homogeneizado por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evalian en los siguiente valores: Edad = 70,55

Figura 4.14. Niveles de 15-F2t-Isoprostano segun grupo de estudio y presencia de
diabetes homogeneizado por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evalian en los siguiente valores: Edad = 70,55
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Figura 4.15. Niveles de MDA segun grupo de estudio y sexo homogeneizados
por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evalian en los siguiente valores: Edad = 70,55

Figura 4.16. Niveles de MDA segun grupo de estudio y presencia de diabetes
homogeneizado por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evalian en los siguiente valores: Edad = 70,55
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Figura 4.17. Niveles de 8-OHdG segun grupo de estudio y sexo homogeneizado
por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evalian en los siguiente valores: Edad = 70,55

Figura 4.18. Niveles de 8-OHdG segun grupo de estudio y presencia de diabetes
homogeneizado por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evalian en los siguiente valores: Edad = 70,55
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-15-F2t-Isoprostano: se puede comprobar en las figuras 4.13 y 4.14 como los
niveles de Isoprostanos son mas elevados en el grupo de casos que en de los controles,
independientemente de su agrupacion por sexo o por estatus diabético. Se aprecian
niveles superiores en los hombres en el grupo de casos, presentando una media de 0,353
ng/mg de creatinina frente a las mujeres, que presentan una media de 0,268 ng/mg de
creatinina, sin que esta diferencia sea estadisticamente significativa (p=0,702). En el
caso de la diabetes, no se aprecian diferencias entre los pacientes diabéticos y no
diabéticos

- Malondialdehido (MDA): al igual que sucede con el 15-F2t-Isoprostano, se
comprueba en las figuras 4.15 y 4.16 como los niveles de MDA son superiores en el
grupo de casos que en el de controles, independientemente del sexo y de la presencia o
no de diabetes. En este caso, se aprecian niveles muy superiores de MDA en los varones
en el grupo de controles, presentando una media de 0,3046 ng/mg de creatinina en
hombres frente a 0,1927 ng/mg de creatinina en mujeres, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0,036), pero ambos valores se igualan en el grupo de
casos, alcanzando ambos sexos valores superiores en este grupo respecto al grupo de
controles. En cuanto a la presencia de diabetes, no se aprecian diferencias entre el grupo
de diabéticos — no diabéticos.

- 8-hidroxi-d-Guanosina (8-OHdG): el comportamiento de este marcador es el
opuesto al de los otros dos, tal como habiamos visto previamente. (Figuras 4.17 y 4.18)
En este caso, los niveles de 8-OHdG son inferiores en el grupo de casos frente al de
controles, sin que este comportamiento se modifique ni por el sexo ni por el estatus
diabético. Si que podemos apreciar que los niveles en varones son inferiores que los de
mujeres, en el grupo de casos, sin que esta diferencias sea estadisticamente significativa.
Asi, los valores medios ajustados por edad en el grupo de controles son de 0,787 ng/mg
de creatinina para los varones y de 0,99 ng/mg de creatinina para las mujeres (p=0,3).
En cuanto a la diabetes, tampoco se aprecian diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos, pudiendo sefialar inicamente una mayor diferencia entre los casos y

los controles en el grupo de diabéticos.
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4.2.1.2. Analisis intra-sujetos (valores preoperatorios y postoperatorios)

Para valorar las diferencias en los niveles de los marcadores de estrés oxidativo

en el grupo de casos entre los niveles pre y postoperatorios se utilizd el modelo lineal

general para medidas repetidas para el andlisis de la varianza, homogeneizado segiin

edad, sexo y presencia de diabetes. En este caso, la muestra cuenta s6lo con 31

individuos, debido a los valores perdidos por muestras no entregadas. En este caso

comprobamos que tan s6lo existia una mujer que hubiera entregado las dos muestras,

por lo que los célculos se realizaron sélo para los hombres.

Las figuras 4.19, 4.20 y 4.21 muestran el comportamiento de los marcadores

para una edad de 71,42 afios (seleccionada por el modelo de andlisis estadistico

empleado y que representa a la media de edad del grupo de casos).

Figura 4.19. Niveles pre y postoperatorio de Isoprostanos segun presencia de diabetes
homogenceizados por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evalian en los siguiente valores: Edad = 71,42
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Figura 4.20. Niveles pre y postoperatorios de MDA segun presencia de diabetes
homogenceizados por la edad
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Las covariables que aparecen en el modelo se evaltian en los siguiente valores: Edad = 71,42

Figura 4.21. Niveles pre y postoperatorios de 8-OHdG segun presencia de diabetes
homogeneizados por la edad
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En el caso del 15-F2t-Isoprostano y del MDA, se aprecian unos niveles urinarios
superiores en el grupo de casos antes de la intervencion quirdrgica, produciéndose un
descenso de estos niveles tras la intervencion, independientemente de la presencia o no
de diabetes.

El comportamiento de la 8-OH-dG es el contrario al de estos marcadores,
observandose niveles inferiores en los pacientes antes de la intervencion y elevandose
tras la misma. En este caso, se aprecian diferencias significativas en los niveles
urinarios postoperatorios de este marcador entre el grupo de diabéticos y no diabéticos,
siendo la media de 1,103 ng/mg de creatinina para los no diabéticos y de 0,687 ng/mg

de creatinina para los diabéticos (p=0,03)

4.2.2.- Valoracion de factores patologicos

Se estudiaron las diferencias de los niveles urinarios de los marcadores en el
grupo de casos (pacientes con tumor vesical) atendiendo a los diferentes parametros
clinico-oncoldgicos (niimero de tumores, tamafio tumoral, grado histologico, estadio
tumoral).

Las figuras 4.22, 4.23 y 4.24 muestran los niveles de los diferentes marcadores
de acuerdo al estadio clinico y la figura 4.25 muestra los valores segun estadio
patologico. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al separar a los
casos segun el estadio patoldgico, ni segin grado histologico. Tampoco se asocio el
numero o el tamafio tumoral con diferencias significativas en los marcadores de estrés

oxidativo.
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Figura 4.22. Niveles de 15-F2t-Isoprostano segun grado histologico
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Figura 4.23. Niveles de MDA segun grado histolégico
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Figura 4.24. Niveles de 8-OH-dG segun grado histoldogico

2,004

1,504
1,007
.50

004

8-OHdG (ng/mg creatinina)

I I I T
Media en los "casos” Gl G2 G3

Grado de diferenciacién histolégica

Figura 4.25. Niveles de los biomarcadores segun estadio tumoral
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4.3. RENTABILIDAD DIAGNOSTICA

Se comprobo la precision diagndstica de la citologia urinaria y del NMP22,

herramientas de la practica clinica habitual, para el diagndstico y seguimiento del tumor

vesical, en nuestra muestra de estudio

Tabla 4.6.- Precision diagndstica global de la citologia y el NMP22

Proporcion de Proporcion Proporcion de | Proporcion de
Sensibilidad | Especificidad de Falsos
%) (%) Vef'('laderos e Verd.aderos szlsos
Positivos (%) (%) Negativos (%) | Negativos (%)
Citologia 37,88 90,24 89,3 10,71 43,25 57,75
NMP22 38,2 100 100 0 51,4 48,6

Realizamos curvas de rendimiento diagnostico (curvas ROC) para estudiar
cuales serian los puntos de corte 6ptimo de los distintos marcadores de estrés oxidativo,
segtin los criterios de Youden (el punto de corte éptimo es aquel para el que el Indice de
Youden es maximo, siendo el Indice de Youden = S — (1 — E), donde S es sensibilidad y
E es especificidad) a partir del cual podriamos considerar el diagnostico de tumor
vesical. De este modo consideramos como punto de rendimiento 6ptimo el valor de 0,21
ng/mg de creatinina (indice de Youden = 0,763) para el 15-F2t-Isoprostano, ya que
presenta una sensibilidad diagndstica del 81,2% con una especificidad del 95,1%. En el
caso del malondialdehido, se eligid el valor de 0,435 ng/mg de creatinina por
presentar una mejor relacién sensibilidad/especificidad (Indice de Youden = 0,527),

siendo su sensibilidad 55,1% y su especificidad 97,6%. (Figuras 4.26 y 4.27)

LA 8-OHdG presenta, en nuestra serie, un comportamiento diferente al de los
otros dos marcadores, siendo su valor mas bajo en los casos que en los controles. En
este caso, el analisis nos permite seleccionar el valor de 0,515 ng/mg de creatinina
como punto éptimo por debajo del cual establecer el diagndstico de tumor vesical con
una sensibilidad del 31,2% y una especificidad del 95,1% (indice de Youden = 0,27)
(Figura 4.28)
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Figura 4.26. Curva de rendimiento diagnostico del 15-F2t-Isoprostano
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Figura 4.27. Curva de rendimiento diagnostico del Malondialdehido
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Figura 4.28. Curva de rendimiento diagnostico de la 8-OHdG
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5.1. DISENO Y POBLACION DEL ESTUDIO

5.1.1. Diseno del estudio

El objetivo de la presente Tesis Doctoral es comprobar si los niveles de
biomarcadores de estrés oxidativo son mas elevados en pacientes que padecen
carcinoma urotelial vesical que en pacientes sin dicha enfermedad, asi como el
comportamiento de estos marcadores tras la reseccion quirtrgica del tumor, valorando

su posible papel para el diagndstico y/o seguimiento de dicha enfermedad.

Para ello se disefio un estudio de casos y controles, seleccionando como casos
pacientes con tumor vesical y como controles pacientes sanos. Este tipo de estudios se

enmarcan dentro de los estudios observacionales de tipo analitico.

Uno de los objetivos esenciales de la ciencia es la determinacion de relaciones
de causalidad. Los estudios de casos y controles permiten la deteccién de factores de
riesgo de enfermedades en periodos de tiempo relativamente pequenos, pero pueden

inducir facilmente al error si no se planifican adecuadamente.

No vamos a ahondar aqui en la importancia de la metodologia estadistica en las
investigaciones biomédicas, puesto que no es el objetivo de este trabajo. Si debemos
sefialar que una de las mayores tentaciones en las que muchos estudios tienden a caer,
parte de la confusion que sus autores tienen entre asociacion y causalidad. Encontrar
asociaciones entre dos variables es tarea casi siempre elemental, pero, para asegurar que
se ha encontrado una relacion de causa-efecto, es necesario hacer estudios
correctamente disefiados y manejar simultineamente sistemas de variables
interrelacionadas.

La frecuencia con la que aparecen los factores presuntamente relacionados con
el resultado, constituye el objeto de comparacion entre los dos grupos; en nuestro
trabajo no se estudian frecuencias o proporciones, sino los niveles de los marcadores de
estrés oxidativo. Debido a que se busca "hacia atras", a partir de un factor determinado,
la posible causa del mismo o los factores relacionados con el mismo a veces, se
califican a estos estudios de "retrospectivos", denominacion que puede inducir a
confusion, ya que actualmente, los términos "retrospectivos" y "prospectivos" se usan
cada vez mas para indicar simplemente el periodo de recogida de los datos respecto a la
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fecha actual.

Este tipo de estudios, ha experimentado un auge en popularidad e importancia,
constituyendo actualmente una herramienta crucial en la investigacion epidemiologica.

La mayor ventaja de los estudios de casos y controles radica en el grado de
informacion que ofrecen, ya que se pueden estudiar un gran nimero de casos de la
enfermedad, mientras que en un estudio de cohorte s6lo unos pocos desarrollaran la
enfermedad. Esta ventaja se ve acrecentada cuando se estudian enfermedades poco
frecuentes. Ademds permite evaluar varios factores de riesgo simultaneamente y la
existencia de interacciones entre ellos. Una segunda ventaja es su eficiencia, ya que se
realizan en mucho menos tiempo y con un coste menor que los estudios de cohortes, al
no tener que realizar seguimientos a los pacientes a lo largo del periodo de latencia de la

enfermedad.

Su limitacion mas importante es que son muy susceptibles a la introduccion de
sesgos, tanto en la seleccion de los grupos como en la informacién que se obtiene sobre

los factores de riesgo.

Los estudios de casos y controles no proporcionan una estimacion directa de la
incidencia ni de la prevalencia de la enfermedad, ya que la proporcion de participantes
expuestos en el estudio viene determinada por el investigador, no por la proporcion de
expuestos que existe en la poblacion. En este tipo de estudio puede facilmente darse el

efecto de la confusion.

Para los objetivos del presente trabajo se estimd que éste era el disefio dptimo,
por permitir seleccionar desde el inicio la presencia o no de tumor vesical, conociendo
ademads sus caracteristicas patologicas (estadio tumoral, grado histoloégico, nimero y
tamano de tumores) asi como por permitir tener controlada la presencia de factores de
riesgo de estrés oxidativo (diabetes, cardiopatia, dislipemia...). Ademas, la informacion
clinica necesaria para nuestro estudio es poco susceptible de sufrir sesgo de memoria,
ya que se extrae directamente de sus antecedentes patoldgicos recogidos en la historia

clinica de cada uno de los pacientes.

El analisis de los diferentes factores relacionados con estrés oxidativo (variables
clinicas y patologicas) y su relacion con los marcadores del estudio se realizé de manera
transversal. La caracteristica principal de un estudio transversal es que no existe

continuidad en el tiempo, sino que lo que pretende es conocer todos los casos con una
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cierta condicion en un momento concreto del tiempo, de manera que se mide la variable
predictora o factor de riesgo y la variable resultado o enfermedad simultaneamente. Este
tipo de estudios no permite sacar conclusiones del tipo causa-efecto, pero si que permite

la generacion de nuevas hipotesis que deberdn ser verificadas por estudios analiticos.

Entre las ventajas de los estudios transversales se encuentran que permiten
estudiar varias variables resultado a la vez y tienen corta duracion en el tiempo porque
no precisan seguimiento, con el consiguiente poco costo econdémico. Son utiles para el

estudio de enfermedades cronicas en la poblacion.

Como contrapartida, tienen la particularidad de que no es posible establecer la
direccionalidad de las asociaciones, no sabemos si el efecto observado es causa o
consecuencia, de la misma manera que tampoco podemos distinguir entre factores de
riesgo y factores prondstico porque de antemano ya los investigadores sabemos cudntos
individuos padecen la enfermedad. La informacion de la exposicion es muy vulnerable a

errores de medicion o ambigiliedad temporal si se recogen exposiciones actuales.

5.1.2. Poblacion del estudio

En cuanto a la muestra del estudio, se incluyeron 110 pacientes, 69 de los cuales
presentaban tumor vesical y se incluyeron el grupo de “casos” y 41 eran pacientes
sanos (“controles”). Esta discrepancia en los tamafios muestrales se debe al nimero de
pacientes que no entregaron adecuadamente la muestra postoperatoria. De los 69 casos,
38 pacientes no entregaron la segunda muestra, cuya fecha de recogida estaba
programada para un mes tras la intervencion. Esta recogida de orina estaba programada
para este momento ya que coincide con la visita de control postoperatoria, donde se
informa al paciente de los resultados patoldgicos de su intervencion y se inician los
tratamientos adyuvantes pertinentes, por lo que en la mayoria de los casos, al no aportar
a tiempo la muestra, no fue posible tomarla en otro momento por haberse iniciado
instilaciones de mitomicina C o BCG (segun indicase su estadio y grado patologicos).

Debido a esto, fue preciso aumentar el nimero de pacientes en el grupo de casos.

Pese a estas diferencias, se analizaron el total de pacientes incluidos,

realizdndose las comparaciones entre casos y controles con el total de la muestra y las
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comparaciones entre casos (comparacion de medias para casos apareados) solo con los

31 pacientes que tenian su muestra pre y postquirtrgica.

Desde el punto de vista metodologico, pese a existir diferencias en los tamafios

de los grupos, éstas no son importantes, siendo los grupos comparables en tamafio.

5.2. METODOLOGIA DE MEDICION

Para la medicion de los niveles de los marcadores de estrés oxidativo empleados
en esta Tesis (8-OHdG, 15-F2t-Isoprostano y MDA), se realizaron test de ELISA sobre
una muestra de orina recogida de la primera miccioén de la mafiana, para determinar los
niveles de 8-OHdG y de 15-F2t-Isoprostano, y medicion espectrofotométrica de aductos
MDA-TBA, para la determinacion de los niveles de MDA, tal como ha quedado
descrito en el apartado “Material y Método™.

Los niveles urinarios de cualquier producto de estrés oxidativo dependen de una
adecuada excrecion renal. Por este motivo, la insuficiencia renal puede afectar a los
niveles de excrecion urinaria de los marcadores de estrés oxidativo (121). Si bien en
nuestro estudio ningln paciente padecia insuficiencia renal clinicamente significativa,
los niveles de los marcadores fueron normalizados de acuerdo a los niveles de creatinina
de los pacientes. Otra forma de normalizar los resultados es de acuerdo al peso y
volumen de orina emitido en 24h. Sin embargo en nuestro trabajo se emplea la
determinacion Unica en orina emitida espontaneamente en la primera miccion del dia.
De este modo, algunos estudios expresan los niveles de los marcadores en relacion con
la creatinina del sujeto, dando los resultados en ng/mg de creatinina, como se ha hecho
en este trabajo o bien en kg/g creatinina. Los grupos que realizan las mediciones en
orina de 24h las suelen expresan en picomoles/kg/24h. Esto supone un problema a la
hora de realizar comparaciones entre los distintos trabajos publicados, puesto que no
existe estandarizacion ni en la metodologia de recogida de muestra, ni en la técnica de
medicion ni en la forma de expresar dichas mediciones. Discutiremos individualmente
esta metodologia de recogida de muestra y de andlisis para cada uno de nuestros
marcadores, puesto que presentan caracteristicas propias que merecen ser comentadas

de manera individual.
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5.2.1. Medicion de niveles de 8-OHd-G

La técnica mas habitual para la medida de los niveles de 8-OHdG es la
cromatografia liquida de alto rendimiento (high performance liquid cromatography —
HPLC). Este se considera el método de eleccion para la cuantificacion de la 8-OHdAG en
tejidos, linfocitos y en plasma. Para analizar la 8-OHdG en estas localizaciones, la 8-
OHAG debe ser liberada desde el ADN nuclear hacia compuestos solubles, mediante
procesos enzimaticos, antes de poder ser cuantificada. Este procedimiento tiene la
ventaja de poder medir diversos productos oxidados al mismo tiempo. La cromatografia
también ha sido empleada para mediciones en plasma y orina, sin embargo esto requiere
complejos pasos de extraccion de fase solida, pre purificacion de la orina, separacion
empleando columnas de carbono... para medir adecuadamente la 8-OHdG.

Mas recientemente se ha desarrollado la espectrometria de masas tdndem
(Tandem Mass Spectrometry, también llamada MS/MS o MS?) para la medicion
urinaria de especies 8-hidroxiladas de guanosina, sin necesitar de procesos de
extraccion ya que precisa la inyeccion directa de orina en un espectrometro de masas en
tandem.

A pesar del desarrollo de los espectrometros de masa y de sus aparentes mejores
resultados en la medicion de 8-OHdAG, el procedimiento sigue siendo complejo y
costoso, dificil de implementar en laboratorios clinicos. Los test ELISA son mas
sencillos de llevar a cabo, y presentan una buena correlacion con los de HPLC. Asi, un
estudio llevado a cabo por Tsuboi y colaboradores (122) mostraba una correlacion de
=0,833, entre los procedimientos de ELISA y HPLC para la medicion urinaria de 8-
OHJdG. Sin embargo, Shimoi et al (123) encontraron que las mediciones con ELISA
presentaban niveles hasta el doble de elevados que con HPLC. Por razones que no
pudieron explicar, hasta un 10% de las mediciones presentaban hasta 4 veces el valor
calculado con HPLC. Ademas, se ha comprobado que los niveles de 8-OHdG medidos
por ELISA presentan fluctuaciones segun el momento en que se midan, si bien se ha
comprobado que los niveles urinarios en la primera miccién de la mafana presentan
buena correlacion con los niveles medidos en orina de 24 horas (r=0,75) (124). Por todo
esto y pese a las limitaciones que hemos sefialado, la tendencia actual apunta a las
mediciones mediante ELISA, principalmente por su mayor facilidad de implantacion en

el ambito clinico, maxime cuando se ha probado la utilidad de la determinacion urinaria
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en la primera miccion de la mafana, que facilita ain mas la toma de muestras para su
uso clinico. Asi, trabajos como el realizado por el grupo del Dr. Chio (113), emplearon
muestras de orina emitida espontdneamente para la medicidon mediante ELISA de los
niveles de 8-OHdG en pacientes sanos y pacientes con cancer de prostata, con
resultados que comentaremos posteriormente.

Por lo tanto, si bien las técnicas de ELISA son cuestionadas por no presentar una
precision muy elevada, su mayor facilidad de implantacion y realizacion en el d&mbito
clinico hace que su presencia en los estudios publicados sea cada vez mayor,

considerandose una técnica apropiada para la medicion de la 8-OHdG.

5.2.2. Medicion del Malondialdehido (MDA)

El malondialdehido ha sido medido desde los afios 60, y los mismos principios
en los que se basaba su determinacion siguen vigentes en la actualidad. Sin embargo,
existen bastantes inconsistencias en las mediciones de este biomarcador, lo que ha
llevado al desarrollo de nuevas técnicas para su determinacion.

La técnica mas simple y mas frecuentemente empleada es el uso del 4cido
tiobarbitarico (TBA). Habitualmente el proceso implica el calentamiento y acidificacion
de las muestras y su exposicion al TBA, lo que conlleva la formaciéon de productos
coloreados (coloracion rosada) que pueden ser medidos mediante colorimetria o
fluorescencia. Este método, pese a su uso amplio y aceptado, presenta el inconveniente
de su inespecificidad, dado que el acido tiobarbiurico no sélo se une al MDA y a
sustancias derivadas del mismo, sino que es capaz de unirse a otras sustancias que
también participaran en la coloracion final que serd medida (estas sustancias son
llamadas tiobarbiturico acid reactive substances — TBARS), dando falsos niveles de
malondialdehido (125). Ademas esta técnica puede realizarse de diferentes maneras, no
existiendo una estandarizacion del procedimiento, lo que conlleva dificultad a la hora de
comparar los resultados de los diferentes estudios. Debido a estos problemas, la
medicion de MDA basada en TBA ha sido criticada, pese a lo cual sigue siendo el
método mas empleado para su medicion.

Para mejorar la especificidad de esta técnica, se han desarrollado métodos de
medicion basados en cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Se sabe que, en

un pH &cido, el MDA presenta una absorcion ultravioleta maxima a 245 nm, siendo ésta
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de 267 nm en soluciones neutras o alcalinas (126). La HPLC aprovecha esta
caracteristica realizando mediciones directas. Sin embargo, comparado con los aductos
de MDA(TBA),, que presentan absorcion a 532 nm, y una alta fluorescencia, la
absorcion de MDA es tan s6lo moderada, por lo que existe una importante
contaminacion “de fondo”. Por estos motivos, las técnicas basadas en UV presentan
mejor especificidad pero menor sensibilidad (127).

Al igual que sucede con los otros biomarcadores, existe un reciente interés por el
uso de test de ELISA para las determinaciones de MDA. Teoricamente, los test de
ELISA cumplirian todos los criterios necesarios para una técnica “ideal” para la
determinacion de MDA. Se trata de un test sensible, que permite detectar el MDA
incluso en pacientes sanos; permite usar simultineamente dos anticuerpos, lo que
incrementa la especificidad y elimina las interferencias de otras biomoléculas similares.
Su uso ha sido validado demostrando solidez y reproducibilidad (128), si bien su
empleo en la practica clinica es, de momento, muy limitado. No hemos encontrado en la
literatura estudios que midan los niveles urinarios de MDA mediante ELISA.

El uso clinico del MDA como marcador se ha desarrollado principalmente para
el estudio de dislipemias, cardiopatia, diabetes... si bien existe cada vez mas evidencia
de su relacion con patologia oncologica (129)(130)(131) siendo el medio habitual para
su deteccion el plasma. Del mismo modo, existe evidencia que demuestra que los
niveles plasmaticos de MDA pueden verse influidos por la ingesta lipidica, no
habiéndose estudiado este fendmeno en orina.

Por todo ello, y pese a sus limitaciones, el uso del 4cido tiobarbittrico para la
determinacion del MDA sigue siendo la prueba de eleccion, por su sencillez, por la

experiencia acumulada y por aceptacion general.

5.2.3. Medicion de los niveles de 15-F2t-Isoprostano

En cuanto a los isoprostanos, los F2-Isoprostanos pueden ser encontrados en
cantidades medibles tanto en muestras de sangre como de orina, tanto en la poblacion
general como bajo determinadas condiciones patoldgicas (132). Los F2-Isoprostanos,
asi como sus metabolitos, son compuestos quimicamente estables en orina, y sus niveles

de excrecion urinaria no son modificados por la dieta. Los estudios que existen al

119



Discusion

respecto muestran que los niveles urinarios de isoprostanos son estables intra-individuo
(especialmente cuando son valorados en la primera miccion de la manana) (133). Los
niveles urinarios de F2-Isoprostanos han sido validados como marcadores sensibles de
estrés oxidativo, tanto en modelos animales (134) como modelos clinicos (135),
considerandose muy buenas herramientas para establecer el grado de estrés oxidativo.

Sin embargo, la cuantificacion de F2-Isoprostanos conlleva un reto, puesto que,
como se explicod anteriormente en la Introduccion de la presente Tesis, existen hasta 64
esteroisomeros estructuralmente muy similares. Las tres técnicas mas empleadas para la
deteccion de isoprostanos son la espectrometria de masas en tandem, cromatografia
liquida de alto rendimiento y las técnicas de ELISA. Las técnicas basadas en ELISA se
consideran menos especificas, puesto que presentan reactividad cruzada en mayor o
menor medida con diferentes isomeros, por lo que en algunos estudios evitan incluso
hablar de la deteccion de un isoprostano concreto y se refieren a mediciones de grupo
(por ejemplo, F2-Isoprostanos en lugar de referirse al 15-F2t-Isoprostano). De esta
manera, la Dra. Brys y colaboradores (136), publicaron un trabajo en el que estudiaron
los niveles urinarios de 8-isoprostano (recordemos que es otra de las nomenclaturas que
adopta el 15-F2t-Isoprostano). Para ello emplearon determinaciones mediante ELISA en
orina de la primera miccidn de la mafiana. Sin embargo, Barocas y colaboradores (137)
realizan otro trabajo, con el mismo objetivo, empleando técnicas de cromatografia de
gases con espectrometria de masas para medir el 15-F2t-Isoprostano. En ambos trabajos
se encontraron niveles urinarios mas elevados de 15-F2t-Isoprostano en las muestras
procedentes de pacientes con cancer de prostata.

Algunas publicaciones sugieren que la correlacion entre la medicion de
Isoprostanos concretos y la de grupo es normalmente baja, aproximadamente 0,3. (138),
otros trabajos al respecto, muestran indices de correlacion mayor (0,5 e incluso
superiores). Del mismo modo, queda por definir si es relevante, desde el punto de vista
del estudio del estrés oxidativo, la deteccion de esteroisomeros concretos o es
igualmente util la deteccion de grupo. En este sentido, como ya sefialamos previamente,
II’yasova y colaboradores (97), estudiaron la relacion de 4 isdmeros de F2-Isoprostanos
con la diabetes tipo II, concluyendo que era muy similar, mientras que la relacion de
estos mismos isomeros con la obesidad era diferente. Asi, cada isdbmero puede estar
relacionado especificamente con diferentes situaciones, ya que diferentes fuentes de
radicales libres podrian favorecer la génesis de diferentes isomeros y, de este modo, se

justificaria su caracterizacion individual. Sin embargo, el 15-F2t-isoprostano, el
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marcador empleado en nuestro estudio, aparece también relacionado con cancer de
prostata, de pulmon (139), o en patologias no oncologicas como la propia diabetes o la
depresion (140), por lo que queda atn mucho por esclarecer sobre el papel que
desempefia cada isomero de isoprostano en las diferentes patologias o condiciones
clinicas. En cualquier caso, parece evidente que el uso de ELISA para la deteccion de

isoprostanos representa un medio fiable y de mayor aplicabilidad a la practica clinica.

5.3. RESULTADOS

5.3.1. Variables clinicas

Las diferentes variables clinicas que se tuvieron en cuenta en el presente estudio,
fueron recogidas de las historias clinicas de los pacientes en el momento de la toma de
la muestra. La distribucion de estas variables fue homogénea en los dos grupos, con la
excepcion de la edad, la distribucion en cuanto a sexo (mayor proporcion de mujeres en
el grupo de controles) y de la proporcion de pacientes diabéticos, que fue superior en el

grupo de casos.

5.3.1.1. Edad

El objetivo para el presente trabajo era trabajar con edades calculadas a modo de
variable cuantitativa continua, restando a la fecha de recogida de la muestra la fecha de
nacimiento del paciente, sin embargo por la existencia de errores en el registro de las
fechas (mal registro de la fecha de toma de datos o toma de la muestra), existia un
elevado nimero de datos perdidos (8 casos), por lo que se trabajo con la “Edad en afios
cumplidos”, aplicando un factor de correccion de +0,5 afios, como es practica habitual
en este caso.

La edad es un factor importante implicado en el estrés oxidativo, tanto de
manera directa, como también de manera indirecta, puesto que, tanto el tumor vesical,
como muchas patologias asociadas a estrés oxidativo incrementan su prevalencia con la

edad (diabetes tipo 2, cardiopatia isquémica, dislipemias...).
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El proceso de envejecimiento puede ser definido como el declinar progresivo en
las funciones fisiologicas de un organismo después de la etapa reproductiva de su vida.
La teoria del envejecimiento debido a radicales libres fue introducida en 1956 por
Denham Harman (141). Su trabajo propici6é un aumento del interés por el estudio de la
accion de los radicales libres en los sistemas bioldgicos. Basicamente existen dos
grandes teorias que describen el proceso de envejecimiento: las teorias del acaimulo de
danos y las teorias genéticas. Dentro de las teorias de “acimulo de dafios”, se
encuentran las teorias del envejecimiento por radicales libres, teoria de la glicacion,
teoria del error catastrofico, teoria de membrana... de todas estas, la teoria de los
radicales libres es probablemente la que introduce la aproximacién mas compleja al

fendomeno del envejecimiento.

La teoria de los radicales libres se basa en el hecho de que los efectos deletéreos
aleatorios producidos por radicales libres durante el metabolismo aerdbico causa dafios
en el ADN, lipidos y proteinas, que se acumula a lo largo de la vida (142). La génesis
del envejecimiento comienza con el oxigeno, ocupando la posicion final de la cadena de
transporte de electrones. Incluso en condiciones ideales, algunos electrones se fugan de
la cadena de transporte. Estos electrones fugados interactian con el oxigeno
produciendo radical superoxido, de tal manera que, en condiciones fisioldgicas,
aproximadamente el 1-3% de las moléculas de oxigeno en la mitocondria estan en
forma de superdxido. La primera diana para el radical superdxido es el ADN
mitocondrial (ADNm) (61). Las células son capaces de reparar la gran mayoria del dafo
que sufre el ADN nuclear, pero el ADNm no puede ser reparado, por lo que, de este
modo, se va acumulando dafo sobre el material genético mitocondrial a lo largo de la
vida, haciendo fracasar a las mitocondrias y morir, subsiguientemente, a las células,
causando envejecimiento. En humanos, los niveles de dafo oxidativo en el ADN,
medido por marcadores urinarios, puede ser modulado por restriccion caldrica y
alteraciones en la composicion de la dieta, por lo que la longevidad podria depender no

solo de la tasa metabdlica sino también de la ingesta calorica diaria.

La acumulacion de dafio derivado de radicales libres puede ilustrarse por el
incremento de los niveles séricos de 8-OHdAG, relacionado con la edad en individuos
sanos en el rango de 15 a 91 afios (143). Asi mismo se ha comprobado con estudios in
vitro ¢ in vivo que la capacidad de reparar el dafio sobre e ADN nuclear disminuye con

la edad. Estudios en animales, sin embargo, parecen indicar que el acimulo creciente de
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8-OHdG en tejido se debe a la mayor susceptibilidad al dafio oxidativo, no a

alteraciones en su capacidad de reparacion (144,145).

En nuestro estudio encontramos una diferencia significativa (p=0,01) en la
media de edad del grupo de control frente al grupo de casos, siendo mayor en éste
ultimo (73,2 anos frente a 67,43 afios para el grupo de controles). Teniendo en cuenta la
metodologia seguida para la seleccion de controles, este resultado es explicable por la
epidemiologia del tumor vesical, que es mas frecuente en personas de edades mas
avanzadas (aproximadamente el 80% en personas >60 afios). El analisis estadistico se
hizo homogeneizado por la edad, de tal manera que las diferencias encontradas en los
niveles de los marcadores de estrés oxidativo entre los grupos no son explicadas por

esta diferencia de edad.

5.3.1.2. Distribucion por sexos

Encontramos diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
distribucion por sexos, entre los grupos de casos y controles, siendo de 24% en el grupo
de controles y de 9% en el grupo de casos (p=0,047). No encontramos diferencias en los
valores de los marcadores en funcidn del sexo, si bien se decidio incluir en el analisis de

factores de riesgo.

El papel del sexo en los niveles de los marcadores de estrés oxidativo ha sido
estudiado en diversos trabajos. Taylor et al (146) estudiaron el papel tanto del
tabaquismo como del sexo en los niveles urinarios de diversos isoprostanos: 15-F2t-
Isoprostano (al que se refieren como 8-iso-PGF2a), 8-iso-15(R) -PGF2a, PGF2a, 2,3-
dinor-F1 y 2,3-dinor F2. Ahondaremos mas adelante en los hallazgos en relacion al
habito tabaquico. En cuanto al sexo, encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles urinarios de todos los isoprostanos medidos, presentando
las mujeres niveles més elevados. Sin embargo, Raymond y colaboradores (147), en un
estudio en el que valoran la influencia del sindrome metabodlico en los niveles de los
marcadores de estrés oxidativo, no encontraron diferencias en los niveles plasmaticos ni
urinarios de 15-F2t-Isoprostano entre hombres y mujeres. También valoraron los niveles
urinarios de 8-OHdG, sin encontrar diferencias basadas en el género. Otro estudio,
llevado a cabo por Bloomer y colaboradores (148), estudia el papel del ejercicio fisico

en los niveles plasmaticos de MDA y 8-OHdG. Encontraron niveles plasmaticos de
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MDA significativamente inferiores en el grupo de mujeres, independientemente del

nivel de ejercicio. No hallaron diferencias en las concentraciones de 8-OHdG.

En nuestro estudio la proporcion de mujeres es baja, debido a la distribucion de
del cancer vesical, que es entre 3 y 10 veces mds frecuente en varones, si bien no hemos

encontrado diferencias significativas entre los grupos de estudio segun el sexo.

5.3.1.3. Papel de la diabetes

La proporcion de pacientes diabéticos en el grupo control fue del 4,9% y en el
grupo de casos del 18,8%, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p=0,04). Sin embargo, el andlisis de la varianza demuestra que las diferencias
observadas en los niveles de los distintos marcadores de estrés oxidativo no estan
influenciadas por la presencia o no de diabetes mellitus. En la bibliografia existen datos
contradictorios a cerca de los niveles de marcadores de estrés oxidativo y su relacion
con la diabetes. Los marcadores que mas se han relacionado con esta enfermedad los
isoprostanos, principalmente los pertenecientes a la familia F2, habiéndose estudiado
tanto sus niveles plasmaticos como urinarios. Asi, un estudio realizado por S. Basu
(149) demostraba niveles elevados de isoprostano tanto en plasma como en la orina de
los pacientes diabéticos, sin embargo, estudios posteriores como el 1. Spasojevic y
colaboradores (98) muestran una relacion inversa entre la presencia de diabetes y los
niveles urinarios de isoprostanos. En este sentido, II’sova y colaboradores (150)
realizaron un trabajo valorando el papel de cuatro isomeros de isoprostanos del grupo
F2 en orina (isoprostano PF2a-III; 2,3-dinor-isoprostano PF2a-III; isoprostano PF2a-
VI; y el isoprostano 8,12-iso-PF2a-VI) de pacientes con diabetes mellitus y diferentes
factores de riesgo (obesidad, resistencia a insulina) y pacientes sanos, encontrando una
asociacion inversa entre los niveles urinarios de estos isoprostanos y el perfil de riesgo
diabético, presentando los pacientes de peor pronostico niveles mas bajos. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa para todos los isoprostanos excepto el
isoprostano PF2a-III.

Otros trabajos han estudiado los niveles de MDA y 8-OHdG en los pacientes
diabéticos (151), encontrando niveles plasmaticos superiores en diabéticos que en
pacientes sanos, no encontrando estudios que midan los niveles urinarios de estos

marcadores en pacientes diabéticos.
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En nuestra muestra no se hallaron diferencias significativas entre el grupo de
diabéticos y no diabéticos en los niveles de ninguno de los marcadores estudiados.
Teniendo en cuenta la controversia que existe en este tema en los trabajos publicados
hasta la fecha, es complicado extraer conclusiones firmes. Debe tenerse en cuenta,
ademads, que el total de los pacientes diabéticos de nuestro estudio recibia tratamiento
para su enfermedad (10 pacientes en tratamiento con Metformina, 4 pacientes en
tratamiento con pautas de insulina y 1 paciente en tratamiento combinado con
Metformina e Insulina), por lo que habria que tener en consideracion el rol que los
diferentes antidiabéticos puedan jugar en los niveles de los diferentes biomarcadores de
estrés oxidativo. Igualmente, carecemos de estudios que determinen cuales son los
niveles urinarios “normales” en el paciente sano y en los pacientes diabéticos, por lo
que no es posible extraer conclusiones mas alla de no haber encontrado diferencias

significativas entre los diabéticos y no diabéticos en nuestro estudio.

5.3.1.4. Influencia del tabaquismo, dislipemia y cardiopatia isquémica

Al igual que sucede con la diabetes mellitus, existen numerosos articulos que
relacionan la presencia de estas condiciones patologicas con niveles plasmaticos mas
elevados de los marcadores de estrés. Si bien la distribucion de estas patologias fue
homogénea entre el grupo de casos y controles, estudiamos igualmente su posible
relacion con los niveles urinarios de los diferentes marcadores, no encontrando
diferencias entre los que tenian y no tenian cardiopatia isquémica, dislipemia e
hipertension.

De estas variables estudiadas merece la pena realizar un par de comentarios
sobre el tabaquismo. El habito tabaquico es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de tumor vesical. El tabaquismo ha sido relacionado con situaciones de estrés
oxidativo en multiples trabajos.

Como sefialamos anteriormente, el grupo de Taylor y colaboradores (146)
desarrollaron un estudio para comprar los niveles urinarios de diferentes isoprostanos
valorando el habito tabaquico y el sexo. Para ello realizaron mediciones mediante
cromatografia liquida y espectrometria de masas. Analizaron el papel del 15-F2t-

Isoprostano,  2-3-dinor-5,6-dihidro-8-iso-PGF2, y del 2-3-dinor-8-isoprostano,
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encontrando diferencias Unicamente en los niveles del 15-F2t-Isoprostano, que
presentaba niveles urinarios superiores en el grupo de fumadores.

En cuanto al MDA, Lykkesfeldt (125) realizd una revision sistemdtica de la
bibliografia, analizando los niveles de MDA en fumadores y no fumadores. En esta
revision se incluyen 45 estudios que valoran los niveles de malondialdehido en
diferentes muestras (saliva, plasma, liquido seminal, orina, esputo), empledndose
MDA/TBA como método mas frecuente para las mediciones. Un 80% de los trabajos
encontro diferencias significativas entre los dos grupos, con niveles superiores de MDA
para el grupo de fumadores. El otro 20% no encontré diferencias estadisticamente
significativas, hallandose en un solo trabajo, niveles superiores de MDA en no
fumadores.

La relacion del tabaquismo con la 8-OHdG también ha sido estudiada. Set et al
(152) realizaron un estudio valorando los niveles de F2-Isoprostanos, F4-
neuroprostanos, 7-ketocolesterol, 24 y 27 hidroxicolesterol y de 8-OH-desoxiguanina,
en plasma y orina. Valoraron también los niveles justo después de pedir a los pacientes
fumadores que se fumaran un cigarro, valorando el efecto de exposicion tanto cronica
como aguda. Encontraron diferencias en los niveles plasmaticos y urinarios de F2-
Isoprostanos y de las formas oxidadas de colesterol, no asi diferencias en los niveles de
8-OHdG.

En el presente trabajo no hemos encontrado diferencias en los niveles urinarios
de los marcadores estudiados entre fumadores y no fumadores. Tampoco se han
encontrado diferencias atendiendo al nimero de cigarros/dia consumidos. El objetivo de
esta Tesis no era encontrar estas diferencias sino eliminar el tabaco como factor de
confusion para valorar el papel del tumor vesical. En este sentido, el habito tabaquico,
como factor patologico, quedo distribuido de manera homogénea entre los dos grupos

de estudio, no influyendo en los niveles medidos de los marcadores de estrés oxidativo.

5.3.2. Marcadores de estrés oxidativo

El objetivo principal de la presente Tesis era valorar los niveles de 15-F2t-
Isoprostano, Malondialdehido y 8-hidroxi-d-Guanosina en pacientes que presentaban
tumor vesical y pacientes sin esta condicion patologica, bajo la hipdtesis de que

presentar este tumor esta relacionado con situaciones de estrés oxidativo, ya como causa
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o como consecuencia de la presencia de dicho tumor. De este modo, hemos podido
comprobar que existen diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
todos los marcadores estudiados entre el grupo de casos y el de controles. Formaba
parte de los objetivos de este trabajo determinar si los pacientes recuperaban niveles
normales de estos marcadores tras someterse a cirugia resectora tumoral (Reseccion
transuretral de tumor vesical), encontrandonos que los niveles de los marcadores se

igualan a los del grupo control al mes de la intervencion quirtrgica.

El 15-F2t-Isoprostano es el isoprostano que mas presencia tiene en la
investigacion clinica. Se ha encontrado elevacion de los niveles de isoprostano tanto
plasmaticos, como tisulares como urinarios en relacion con diferentes patologias, como
ya se ha sefialado antes en este texto. Existen pocos estudios que estudien los niveles
urinarios de Isoprostanos en relacion con patologia oncoldgica uroldgica. El trabajo
realizado por Barocas y colaboradores (137), en el que midieron mediante ELISA los
niveles urinarios de pacientes sometidos a biopsia transrectal prostatica, encontrd
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de 15-F2t-isoprostano entre los
pacientes que presentaban PIN de alto grado y cancer de prostata en dicha biopsia en
relacion con pacientes sin hallazgos patologicos. Comprobaron, ademads, que los niveles
eran mas elevados segin aumentaba la diferenciacion histolégica medida por el grado
de Gleason en la biopsia. En este sentido, Brys y colaboradores (136) realizaron un
trabajo similar, empleando para la medicion HPLC en lugar de ELISA. Sus hallazgos
fueron superponibles al del grupo de Barocas, encontrando también asociacion entre el
grado de diferenciacion y los niveles de Isoprostanos. Desafortunadamente, ninguno de
los trabajos explord el comportamiento de los niveles tras el tratamiento del cancer de
prostata, por lo que no podemos conocer si, al igual que sucede en nuestro trabajo, los
niveles se normalizan tras eliminar el tumor. No hemos encontrado en la bibliografia

otros trabajos que valoren el papel de los isoprostanos en el cancer vesical.

En cuanto a los niveles de Malondialdehido, el comportamiento encontrado en
nuestro estudio es similar al del 15-F2t-Isoprostano, es decir, el grupo de casos presenta
niveles mas elevados de este marcador, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa; e igualmente importante, tras la cirugia los niveles se igualan con el grupo
control. Se ha estudiado el papel del MDA principalmente en relacion con dislipemias y
cardiopatia, sin embargo existe un creciente interés en comprender el papel que este

marcador puede desempefiar en la patologia oncoldgica. El grupo de Nitika y
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colaboradores (153) estudid los niveles plasmaticos en pacientes con carcinoma
urotelial vesical comparandolo con sujetos sanos, encontrando que los niveles eran
superiores en los pacientes que presentaban tumor vesical. Muy interesante en este
sentido es el estudio desarrollado por Kaczmarek y colabores (154), en el que estudian
el papel de las instilaciones de BCG en los niveles de estrés oxidativo. Para ello
incluyeron pacientes sanos y pacientes diagnosticados de tumor vesical en los que se
llevo a cabo una RTU y cuyo estadiaje precisaba tratamiento adyuvante con
instilaciones de BCG. Realizaron mediciones en suero de MDA medido mediante TBA,
encontrando niveles superiores en los pacientes afectados por tumor vesical que en los
pacientes sanos. Encontraron, también, que los pacientes con tumores de alto grado
presentaban niveles superiores si solo eran tratados mediante cirugia frente a aquellos
que recibian instilaciones de BCG. Del mismo modo, el grupo del Dr. Gecit (155)
valord la actividad prolidasa (peptidasa de la familia de las metaloproteasas), los niveles
de oxido nitrico (implicado en multiples procesos fisioldgicos, pero también relacionado
con la angiogénesis tumoral y su capacidad invasiva y metastasica) y el MDA (como
marcador de estrés oxidativo) en el suero de pacientes con tumor vesical, valorando de
esta manera el estado oxidativo de estos pacientes. Encontraron, no so6lo niveles
elevados de malondialdehido en el suero de estos pacientes, sino que este aumento del
MDA se acompanaba de aumento de las cifras de 6xido nitrico y un descenso de la
actividad antioxidante. Sin embargo, no encontramos ningun trabajo que valore el papel
de este marcador en muestras urinarias de pacientes con tumor vesical. Este medio si ha
sido empleado, con resultados muy interesantes, para el estudio del cancer de prostata.
Asi, un trabajo realizado por Yossepowitch y colaboradores (156) demuestra la relacion
del cancer de prostata de alto riesgo con niveles elevados de MDA. Este trabajo ofrece
un resultado muy interesante con potencial aplicacion clinica. Es conocida la dificultad
que encuentra el urdlogo para determinar el comportamiento del cancer de prostata,
motivo por el cual se han buscado diferentes parametros que permitan clasificar a estos
tumores en grupos de riesgo en base a los cuales tomar decisiones terapéuticas. El hecho
de que el MDA se relacione con los tumores de alto riesgo y no asi con los de riesgo

intermedio y bajo puede constituir en el futuro una interesante herramienta clinica.

Uno de los problemas con los que nos encontramos a la hora de definir el
posible uso clinico de estos marcadores es la falta de especificidad por enfermedad. Es
decir, encontramos elevacion de marcadores de estrés oxidativo en relacion con muchas

patologias diferentes, sin que, de momento, seamos capaces de definir marcadores
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especificos para cada una de estas condiciones. Sin embargo, los resultados de este
trabajo abren una puerta muy importante para el uso de estos marcadores en el cancer
vesical. El hecho de que encontremos una variacion de los niveles antes y después de la
intervencion nos permite generar la hipotesis de la utilidad de estos marcadores para el
seguimiento del tumor vesical. Como comprobamos en nuestro trabajo, la sensibilidad y
especificidad de estos marcadores es muy alta, superando a la citologia y el NMP22

(marcadores de uso clinico habitual).

La citologia urinaria en nuestra serie present6 una sensibilidad del 37,88% y una
especificidad del 90,24%, datos en consonancia con la bibliografia disponible
(157)(158). Asi mismo, el NMP22 presenta una S= 38% y E= 100%, congruente con
los trabajos publicados (159)(160). Si calculamos el valor del estadistico J basdndonos
en estos resultados, la citologia tendria un indice de Youden de 0,28 y el NMP22 de
0,38 en nuestra muestra, lo que se consideran resultados malos. Pese a esto, ambos
marcadores son de uso extendido en la practica clinica ya que, si bien su sensibilidad es
muy baja, presentan una alta especificidad. =~ Comparado con estos resultados,
encontramos que el 15-F2t-Isoprostano tiene una sensibilidad diagnostica del 81,2% con
una especificidad del 95,1% para el punto de corte 0,21 ng/mg de creatinina, que
corresponde a un indice de Youden de 0,76, lo convierte en un marcador muy bueno.
EL MDA, por su parte, presenta una sensibilidad del 55,1% y una especificidad del
97,6%, para un valor de 0,435 ng/mg de creatinina, correspondiendo a un indice de
Youden de 0,53.

Por lo tanto, pese a la inespecificidad de estos marcadores, sabemos que tienen
un alto rendimiento diagnostico, y un comportamiento con gran relevancia clinica: sus
niveles se normalizan tras la intervencion quirargica de los pacientes. De esta manera,
ante un sujeto diagnosticado de tumor vesical, los marcadores pueden tener utilidad para
detectar recidivas tumorales durante el seguimiento (esta hipotesis no pudo ser
comprobada en nuestra investigacion debido a no haber registrado recidivas durante el

tiempo del estudio).

Esta incertidumbre a cerca de cudl puede ser el uso clinico de los marcadores de
estrés oxidativo es una pregunta recurrente. Ya en el afio 1994, Halliwell (161)
planteaba esta cuestion, haciendo hincapi¢ en la necesidad de desarrollar nuevas
investigaciones que ayuden a esclarecer estas cuestiones. Recientemente, Cooke y

colaboradores (142) realizaron una revision critica de la bibliografia valorando el

129



Discusion

posible uso clinico de los marcadores de estrés oxidativo. Uno de los principales
problemas que sefialan es la heterogeneidad existente tanto en la metodologia de
medicion (tanto en las técnicas empleadas como en la muestra a analizar — plasma,
tejidos, orina) como en la nomenclatura e incluso en las unidades en las que se expresan
los resultados, destacando la importancia de estandarizar procedimientos para poder
sacar conclusiones mas claras. Sin embargo, si que concluyen que los marcadores han
probado su relacion con diferentes patologias, en las que su papel principal puede ser
como marcadores de actividad y prondstico, con un potencial uso para el seguimiento y

monitorizacion del tratamiento.

Para poder desarrollar este uso potencial, serian necesarias mas investigaciones
que aclaren el comportamiento de los marcadores durante el seguimiento, asi como sus
modificaciones en relacion con las terapias adyuvantes que son necesarias para el
tratamiento de estos tumores (principalmente instilaciones de Mitomicina C y BCG).
Igualmente es necesario esclarecer el comportamiento de los biomarcadores en relacion
con los marcadores pronosticos de la enfermedad: nimero de tumores, tamafio tumoral,
grado histologico y estadio. En nuestro estudio no se han encontrado diferencias
significativas entre los niveles de los marcadores segun estos factores, posiblemente

porque el tamafio muestral no es lo suficientemente grande.

En cuanto a los niveles de 8-hidroxi-d-guanina, presentan un
comportamiento opuesto al de los dos marcadores resefiados previamente. Esta relacion
inversa con la presencia de tumor vesical se comprueba al apreciarse un incremento de
los valores de 8-OHdG tras la reseccion tumoral quirargica. Estos resultados no se
corresponden con los datos presentes en la bibliografia. Como sefalamos en la
introduccion de este trabajo, la 8-OHdG representa la alteraciéon sobre el ADN
producida por estrés oxidativo mas frecuentemente estudiada. La hipotesis de partida de
esta tesis, basandonos en los datos presentes en la bibliografia, era que los niveles de 8-
OHAG debian ser superiores en los pacientes con tumor vesical que en los pacientes
sanos. En este sentido, Chiou y colaboradores (113) demostraron la presencia de niveles
superiores de 8-OHdG en la orina de pacientes que presentaban tumor vesical frente a
controles sanos. Realizaron las mediciones en orina de la primera miccion de la mafiana
emitida espontaneamente, empleando test de ELISA con una metodologia analitica

igual a la que seguimos para este trabajo. Del mismo modo, Chiang et al (162) realizan
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un trabajo similar, midiendo, igualmente, los niveles urinarios de 8-OHdG mediante
ELISA en pacientes con y sin tumor vesical, encontrando que los niveles eran
superiores en los pacientes con carcinoma urotelial vesical, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas. Este comportamiento aparece confirmado en la
bibliografia en relacion con diferentes enfermedades. En este sentido, Cooke y
colaboradores (70) realizaron una extensa revision sistematica analizando el papel de la
8-OHdG en multiples patologias. El comportamiento general de este marcador es
presentar niveles superiores en los pacientes enfermos que en los sanos. En patologia
oncologica sucede lo mismo, haciendo mencion a los niveles urinarios. Segun este
trabajo, los niveles urinarios de 8-OHdG en pacientes con cancer son mas elevados que
en pacientes sanos, persistiendo mas elevados pese al tratamiento oncoldgico que, por
su enfermedad concreta, precisasen. Si bien no se hace mencién concreta a patologia
uro-oncoldgica, este comportamiento es el encontrado en la casi totalidad de la
bibliografia. Otro estudio llevado a cabo Erhola y cols (163), valoré las modificaciones
delos niveles urinarios de 8-OHdG en relacion con el tratamiento radioterapico o
quimioterdpico del cancer de pulmén. Observaron que los pacientes con cancer
epidermoide de pulmon tratados con quimioterapia, con respuesta parcial o completa,
presentaban un descenso en los niveles urinarios de 8-OHdG. Por el contrario, aquellos
que no respondieron al tratamiento presentaron un aumento de sus niveles de 8-OHdG.
Asi mismo, vieron que aquellos pacientes que fueron tratados con radioterapia
presentaban un incremento de los niveles de 8-OHdG mientras estaban recibiendo
sesiones, normalizandose los niveles al completar el tratamiento radioterapico. Por otra
parte, los pacientes que tenian carcinoma microcitico de pulmén, no mostraron cambios
en los niveles urinarios de 8-OHdG, independientemente del tipo de tratamiento al que

fueron sometidos.

Vale la pena destacar el trabajo realizado por Rossner et al (164), en el que
valoran los niveles urinarios de 15-F2t-isoprostano y de 8-OHdG en mujeres sanas y
mujeres con cancer de mama. Valoraron también el efecto que los distintos tratamientos
podian ejercer sobre estos niveles (quimioterapia y radioterapias adyuvantes). Si bien
encuentran niveles urinarios elevados de 15-F2t-Isoprostano en pacientes con cancer de
mama, y relacion de estos niveles con el pronostico de la enfermedad, no encuentran
esta relacion con la 8-OHdG. Refieren que los niveles de este marcador son iguales al
grupo control, pero que, si eliminan del analisis a aquellos pacientes que fueron

sometidos a radioterapia, entonces el comportamiento observado de la 8-OHdG es
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similar al que hemos encontrado en este trabajo, es decir, los niveles son inferiores en
los pacientes con cancer de mama que en los pacientes sanos. No aportan una

explicacion de este fendmeno.

En cuanto a las mediciones, la metodologia empleada para la determinacion
analitica de este marcador ya ha quedado discutida anteriormente en este mismo
apartado, siendo el método empleado en este trabajo valido y de uso habitual para medir
la 8-OHdG. Ademas, se estudiaron los posibles factores de confusion que pudieran
influir en los niveles de los marcadores, sin encontrarse diferencias significativas entre

los grupos atendiendo a dichos factores.

No hemos encontrado una explicacion clara que justifique el comportamiento de
este marcador en nuestra serie. Existen, sin embargo, pardmetros que no se han valorado

en este estudio y que pudieran explicar los resultados obtenidos.

Como sefialamos previamente, existen diferencias en la proporcion de pacientes
diabéticos entre los grupos de estudio, existiendo mayor proporcion el grupo de casos.
No se encontraron diferencias entre diabéticos y no diabéticos a la hora de comparar los
niveles entre el grupo de casos y el de controles. Sin embargo, en el analisis intra-
sujetos, encontramos que los pacientes diabéticos presentan niveles postoperatorios
inferiores a los preoperatorios mientras que los no diabéticos elevan sus niveles tras la
cirugia, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0,03). Pese a que se
analiz6 la presencia de diabetes, como factor relacionado con estrés oxidativo, no se
estudi6 la influencia del tratamiento. Existen estudios que indican que tanto la
Metformina (165) como la Insulina (166)(167) reducen los niveles urinarios de 8-
OHJdG. Considerando que existen mas pacientes diabéticos en el grupo de casos, y que
estos llevan tratamiento para esta patologia, esta podria ser una de las causas que

justifiquen estas diferencias.

Igualmente, el papel del consumo de alcohol no ha podido ser estudiado
adecuadamente. Recogimos en la historia clinica si el paciente presentaba consumo
patologico de alcohol. Esta definicion es ambigua. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) define el consumo excesivo o patologico de alcohol como un “patron de
consumo que excede un estandar de consumo moderado o0 —de manera méas ambigua—
consumo social”. Se define normalmente como el consumo que supera un volumen

diario determinado (p. ej., tres bebidas al dia) o una cantidad concreta por ocasion (p.
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ej., cinco bebidas en una ocasion, al menos una vez a la semana). En nuestro pais el
consumo de alcohol estd socialmente aceptado, por lo que, habitualmente, un consumo
leve-moderado de alcohol no se registra en las historias clinicas de los pacientes.
Sabemos que el consumo de alcohol se asocia con niveles elevados de los marcadores
de estrés oxidativo (168), pero, sin embargo, un trabajo publicado por Yoshida et al
(169) demuestra que, pese a que el consumo de alcohol se asocia con niveles urinarios
elevados de 8-OHdG, aquellas personas con consumo leve-moderado de alcohol
presentan niveles mas bajos que los no bebedores, en relacion con la génesis de acido
urico. Bajo este prisma, podriamos plantear la hipdtesis, no confirmada, de que los
pacientes de nuestro grupo de casos presentan mayor proporcién de consumo leve-
moderado de alcohol. Este tipo de consumo tiene un gran componente social, por lo
que, el periodo de convalecencia postoperatoria conllevaria una disminucién o
interrupcion completa del consumo, produciendo un ascenso de los niveles
postoperatorios de 8-OHdG.

Otro factor que puede influir en los niveles de la 8-OHdG, son los
polimorfismos de la NAT2, que determinan perfiles de acetilacion lentos, intermedios y
rapidos. Un trabajo llevado a cabo por Lino y colaboradores (170) explora el papel de
estos polimorfismos, encontrando que los acetiladores rapidos e intermedios presentan
niveles plasmaticos inferiores de 8-OHdG, con respecto a los acetiladores lentos. Si
bien existe evidencia de que, precisamente, los acetiladores lentos tienen mayor riesgo
de desarrollar tumor vesical (171), no conocemos cémo es el perfil de acetilacion de

nuestra muestra.

Si bien los resultados del presente trabajo son muy interesantes y abren nuevas
puertas al posible uso de los marcadores de estrés oxidativo en la préctica clinica,
existen limitaciones metodoldgicas que deben ser tenidas en cuenta.

En primer lugar, el disefio del estudio. Al realizar un estudio de casos y controles
sin seleccion pareada de casos, hemos introducido posibles sesgos de seleccion. Aunque
se ha estudiado el papel de aquellos factores que han quedado distribuidos
heterogéneamente entre los grupos, deberia estudiarse en grupos homogéneos,
asegurandonos que los resultados encontrados se deben al unico factor que difiere, que
es el que queremos estudiar (en nuestro caso, presencia de tumor vesical). Esta asimetria
es mas destacable en la distribucion por sexos. La epidemiologia del cancer vesical nos

senala que es mucho més frecuente en varones que en mujeres, lo que se vio reflejado
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en la composicion de los grupos de estudio. Sin embargo, para estudiar adecuadamente
el papel de estos marcadores debemos comprobar su variacidon con respecto al sexo. En
este trabajo esto no se ha podido realizar adecuadamente dado la baja proporcion de
mujeres. Tal es asi, que tan s6lo disponiamos de una muestra de orina postoperatoria
para el estudio de los marcadores proveniente de una mujer. Por ello, y pese a que se ha
intentado corregir estas fallas mediante el analisis estadistico, consideramos importante
realizar estudios con grupos comparables de hombres y mujeres.

El papel que los diferentes tratamientos cronicos puede ejercer sobre estos
marcadores también deberia ser estudiado con més precision. Valorar adecuadamente el
rol que los distintos tratamientos ejercen sobre los niveles urinarios y plasmaticos de los
marcadores de estrés oxidativo es complejo. En primer lugar, centrdndonos en pacientes
con tumor vesical, sabemos que son pacientes de edad avanzada, donde un factor casi
omnipresente es la polifarmacia. Entender las multiples interacciones entre farmacos y
poder aislar su efecto para valorar los niveles de estrés oxidativo requiere estudios
amplios y complejos, con un tamafio muestral grande que permita valorar cada uno de
estos factores por separado. Ademas, analizar estos resultados puede ser dificil, ya que
al valorar tantas variables simultdneamente se pueden encontrar “asociaciones” debidas
al azar, lo que hace estos estudios aun mas complicados.

Basandonos en los resultados encontrados en la presente Tesis, en la que hemos
comprobado que los niveles urinarios del 15-F2t-Isoprostano y del MDA estan elevados
en pacientes con tumor vesical y disminuyen igualandose con los pacientes sanos tras la
cirugia, podemos especular con su papel para el seguimiento de esta patologia y
deteccion de recidivas. Por ello, se antoja necesario realizar trabajos que valoren el
comportamiento de los marcadores durante el seguimiento de estos pacientes, para
entender como se comportan ante una recidiva tumoral, cbmo se comportan si el tumor
progresa, como se expresan los marcadores en estadios mas avanzados (T2 en adelante)

y coémo son influidos por las diferentes terapias adyuvantes.
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1.- Los pacientes que padecen tumor vesical presentan niveles urinarios
superiores de 15-F2t-Isoprostano y de Malondialdehido, e inferiores de 8-OH-

desoxiguanosina en comparacion con el grupo de controles.

2.- Un mes después de ser sometidos a cirugia (reseccion transuretral de tumor
vesical) los niveles urinarios de todos los marcadores en el grupo de casos se igualan

con los del grupo de controles.

3.- No se han encontrado diferencias en los niveles urinarios de los marcadores
de estrés oxidativo en relacion con la presencia de habito tabaquico, diabetes mellitus,

cardiopatia isquémica, hipertension o dislipemia.

4.- No se ha demostrado asociacion entre el estadio tumoral, grado de
diferenciacion histologica, tamafio o numero de tumores y los niveles urinarios de los

marcadores de estrés oxidativo

5.- Los marcadores estudiados en la presente Tesis presentan una Sensibilidad y
Especificidad adecuadas, superiores a la de la citologia y del NMP22 en nuestra serie;

por lo que pueden constituir herramientas ttiles en el seguimiento del tumor vesical.
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